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PREAMBULE

PREAMBULE

Comme pour tous mes confréres pharmaciens, cette thése vient conclure mon cursus
universitaire des études pharmaceutiques. Aujourd’hui orientée dans la recherche médicale
et arrivant au terme de mon doctorat, cette thése représente également pour moi un pont

entre mes études pharmaceutiques et mes nouvelles orientations professionnelles.

Le développement de nouvelles thérapies est un processus complexe, long et colteux.
Les étapes les plus médiatisées sont souvent celles des essais cliniques, qui se déroulent
finalement tout au bout du processus de recherche. Toutes les étapes de recherches
fondamentales nécessaires a la compréhension des processus biologiques dérégulées dans les
pathologies et qui permettent de déterminer les nouvelles cibles thérapeutiques sont souvent
moins connues. Cette thése a pour but d’illustrer la démarche scientifique et la mise en ceuvre
de I'expérimentation qui sont a la base du développement de nouvelles thérapies. Durant mon
doctorat, réalisé sous la supervision du Dr. Mary Poupot au sein du CRCT de Toulouse, j'ai
étudié I'immunomodulation des lymphocytes T Vy9V62 par I'lL-33, une alarmine présente
naturellement dans le microenvironnement tumoral. Ce projet vise a déterminer le potentiel
thérapeutique de I'lL-33 en immunothérapie anticancéreuse basée sur I'action cytotoxique

des lymphocytes T Vy9Vd2.

A la suite d’une introduction qui explicite le contexte scientifique de nos recherches,
les résultats que nous avons obtenus in vitro au cours de cette étude sont présentés sous la
forme d’un article scientifique. Cette thése se conclut par une discussion des résultats et les

perspectives ouvertes aujourd’hui pour ce projet.
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INTRODUCTION

I- PRINCIPAUX EFFECTEURS DE L'IMMUNITE ANTITUMORALE

Chez 'Homme, le systeme immunitaire — principal systeme de défense de I'organisme —

comporte deux pans majeurs : 'immunité innée et I'immunité adaptative (Figure 1).

Figure 1 : Principaux composants du systéme immunitaire. Extrait de 1.

Les cellules de lI'immunité innée regroupent les cellules Natural Killer (NK), les
mastocytes, les polynucléaires basophiles et les cellules phagocytaires : cellules dendritiques
(DCs), macrophages et polynucléaires neutrophiles et éosinophiles. Ces cellules interviennent
rapidement dans la réponse immunitaire et vont répondre de maniere non spécifique contre les
agents pathogenes et les cellules tumorales, reconnus comme dangereux pour I'organisme. Ce
type de réponse immunitaire n’engendre pas de mémoire immunologique contre « |'agresseur ».
En revanche, les cellules de I'immunité adaptative, regroupant les lymphocytes Tap et les
lymphocytes B, sont congues pour répondre spécifiqguement a un antigene (Ag) donné. Cela
permet d’obtenir une réponse plus efficace car entierement dirigée contre une cible particuliere.
Par contre, elle est plus longue a se mettre en place. Ce type d'immunité est caractérisé par la

mise en place d’'une mémoire immunologique contre « I'agresseur », permettant une réponse
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INTRODUCTION

plus rapide si une nouvelle exposition a cet agent survient par la suite. A la frontiére de ces deux
pans, on retrouve les lymphocytes T non conventionnels, dont les lymphocytes Ty§, qui
possedent des caractéristiques a la fois des cellules de I'immunité innée et de I'immunité
adaptative. Ce chapitre présente succintement les principaux effecteurs de la réponse
immunitaire antitumorale. Les lymphocytes Ty§, qui font I'objet de cette étude, seront plus

longuement détaillés par la suite.

I-1- Les effecteurs de 'immunité innée

I-1-1- Les cellules dendritiques

Les DCs, qui sont des cellules présentatrices d’antigene (CPA) spécialisées, ont pour
fonction de diriger les différents types de réponses des lymphocytes T dans |'organisme. Elles
participent ainsi a la sélection négative dans le thymus, a la mise en place de la tolérance

périphérique ou encore a l'inititation de la réponse effectrice et mémoire des lymphocytes T%’.

En périphérie, les DCs résident principalement dans les tissus sous un état immature ou
elles sont susceptibles de rencontrer des pathogénes ou des cellules transformées qu’elles
peuvent identifier comme dangereux. En effet, les DCs reconnaissent des signaux de danger tels
que des PAMPs (pathogen-associated molecular patterns) ou des DAMPs (danger-associated
molecular pattern) exprimés par les pathogenes et les cellules cancéreuses via leurs récepteurs
PRRs (pattern-recognition receptors)!4. Parmi les PRRs, les plus connus sont les TLRs (Toll-Like
receptors) dont il existe différents sous-types. Par exemple, le TLR4 est sensible ou
lipopolysaccharide (LPS) des bactéries gram négatif mais aussi a la molécule HMGB1 (High
mobility group box 1) qui est libérée dans le milieu extracellulaire lors de la mort des cellules

cancéreuses3%3°,

Lorsque les PRRs sont activés sur les DCs, ces dernieres vont endocyter |'élément
dangereux et subir une phase de maturation au cours de laquelle des modifications
morphologiques, phénotypiques et fonctionnelles se produisent®. Elles perdent I’expression des
récepteurs d’endocytose et des récepteurs aux chiomiokines périphériques CCR1, CCR2 et CCR5.
Parallelement, elles acquiérent le récepteur d’adressage ganglionnaire CCR7. Ceci leur permet

de quitter la zone inflammatoire et de recirculer dans les vaisseaux lymphatiques jusqu’aux
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ganglions®!. Elles apprétent et présentent les Ags étrangers, tels que les Ags tumoraux, aux
lymphocytes T circulants a I'aide des molécules du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité)
de classe | et Il. Elles augmentent également leur expression de molécules comme CD80/CD86
(ligands de CD28) ou CD40 (récepteur de CD40L) qui fournissent les signaux de costimulation
nécessaires a l'activation efficace des lymphocytes T (Figure 2). De plus, elles sécrétent des
cytokines comme l'interleukine-12 (IL-12), I'lL-4 ou l'interféron-y (IFN-y) et des chimiokines en
grande quantité qui vont aider a la polarisation et a I'activation des lymphocytes T naifs et des

cellules NK*2.

Figure 2 : Activation des DCs et présentation des Ags. Extrait de 4,

I-1-2- Les cellules NK

Les cellules NK appartiennent au groupe des cellules lymphoides innées (ILCs)?4. Elles ont

la capacité de discriminer les cellules saines des cellules stressées, telles que les cellules
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tumorales et les cellules infectées, et de les éliminer. Pour cela, les cellules NK expriment tout
un panel de récepteurs, les NKRs (Natural Killer receptors), mais aussi des récepteurs d’adhésion
et des récepteurs aux cytokines. L'intégration de I'ensemble de ces signaux par les cellules NK

permet de réguler finement leur activation ou, au contraire, de maintenir la tolérance au soi?’.

I-1-2-1- Récepteurs des cellules NK, NKRs

Les NKRs regroupent différents types de récepteurs. Par exemple, les récepteurs KIRs
(Killer-cell immunoglobulin-like receptors) reconnaissent pour la plupart les molécules du CMH |
classique HLA-A/B/C (Human leucocyte antigen) et peuvent délivrer des signaux activateurs ou
inhibiteurs. Leurs parties extracellulaires sont constituées de 2 ou 3 domaines de type
immunoglobuline (Ig). Les KIRs inhibiteurs possédent un motif ITIM (Immunoreceptor tyrosine-
based inhibition motif) sur leur partie intra-cytoplasmique qui est phosphorylé par les kinases
Src lorsque le récepteur est lié a son ligand. En revanche, les KIRs activateurs doivent s’associer
a des protéines adaptatrices comme DAP12, qui possedent un motif ITAM (Immunoreceptor

tyrosine-based activation motif), pour transduire le signal activateur®3,

Parmi les NKRs, on retrouve aussi des récepteurs de type lectines C, comme NKG2D
(Natural killer cell lectin-like receptor 2). C'est un récepteur activateur majeur des cellules NK,
ayant pour ligands les molécules du CMH de classe | non classiques MICA/MICB (MHC class |
polypeptide-related sequence B) et les molécules UL16-binding proteins (ULBPs). NKG2D est
associé de maniére non covalente avec la protéine adaptatrice DAP10 pour permettre la
transduction du signal. MICA/MICB et les molécules ULBPs sont exprimées notamment en cas
de stress cellulaire et peuvent apparaitre sur les cellules cancéreuses ou infectées®. Il existe
aussi d'autres récepteurs de ce type comme CD94, NKG2A et NKG2C. Ces protéines sont
groupées sous forme d'hétérodiméres formant des récepteurs activateurs (CD94/NKG2C) ou
inhibiteurs (CD94/NKG2A) qui ont pour ligand la molécule de CMH | non classique HLA-E,

pouvant étre exprimée a la surface de diverses cellules infectées ou cancéreuses®.

Les NKRs comprennent aussi les NCRs (Natural cytotoxicity receptors) NKp30, NKp44 et
NKp46. Ces récepteurs activateurs ont aussi besoin de molécules adaptatrices comme CD3C ou

DAP12 possédant un motif ITAM pour la transduction du signal“®.
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I-1-2-2- Fonctions antitumorales

Pour comprendre comment les cellules NK sont activées par les cellules tumorales, il faut
déja comprendre comment la tolérance au soi est maintenue en condition physiologique.
Lorsque les cellules NK rencontrent des cellules saines, les signaux activateurs qu’elles
rencontrent sont annulés par I'engagement des récepteurs inhibiteurs par les molécules du

CMH | classique. Dans ce cas, les cellules NK ne sont pas activées (Figure 3a)?'.

Figure 3 : Activation des cellules NK par les cellules tumorales. Extrait de 2.

Selon la théorie du « missing-self », les cellules NK peuvent étre activées en raison de la
perte d’expression des molécules du CMH | classique, fréquente sur les cellules tumorales. Dans

ce cas, les NKRs inhibiteurs ne sont plus engagés et il y a rupture de la tolérance (Figure 3b)?L.
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Cependant, toutes les cellules transformées ne perdent pas I'expression des molécules
du CMH I classique. En revanche, comme nous I'avons vu plus haut, elles expriment tres souvent
des molécules de stress comme MICA/MICB, les molécules ULBPs, HLA-E, HLA-G... qui sont des
ligands des récepteurs activateurs des cellules NK. Dans ce cas, les signaux activateurs
deviennent prépondérants par rapport aux signaux inhibiteurs et les cellules NK sont activées

(Figure 3c)?%.

Lorsqu’elles sont activées par les cellules tumorales, les cellules NK peuvent les éliminer
par différents moyens. D’une part, elles sécretent des cytokines pro-inflammatoires, dont I'lFN-y
et le TNF-a (Tumor necrosis factor), et des granules lytiques contenant de la perforine et des
granzymes. Elles expriment aussi TRAIL (Tumor-necrosis-factor related apoptosis inducing
ligand) qui est un ligand des récepteurs de mort DR4/DR5 exprimés par les cellules cancéreuses
et FasL (CD95L)*. Ces facteurs ont un effet cytotoxique direct sur les cellules tumorales. Tous
ces mécanismes de cytotoxicité sont détaillés dans le paragraphe concernant la toxicité cellulaire

des lymphocytes Ty (cf II-4- Propriétés atitumorales des lymphocytes T Vy9Vé2).

D’autre part, les cellules NK sont aussi impliquées indirectement dans la lutte contre les
cellules cancéreuses. L'IFN-y qu’elles sécrétent participe a I'activation des autres cellules du
systeme immunitaire, ce qui amplifie la réponse antitumorale. De plus, ces cellules participent
au phénomeéne d’ADCC (cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps)*. Ce mécanisme de
toxicité implique les récepteurs FcRs, récepteurs du fragment Fc des anticorps (Ac). lls sont au
nombre de six : FcyRl (CD64), FcyRIIA (CD32A), FcyRIIB (CD32B), FcyRIIC (CD32C), FcyRIIA
(CD16A) et FcyRIIIB (CD16B). Les cellules NK expriment le CD32C, le CD16A et le CD16B*°. Donc,
en présence d’Ac dont le fragment constant est reconnu par ces récepteurs, un pontage
s’effectue entre la cellule cible de I’Ac et les cellules NK. Ces derniers vont alors exocyter leurs

granules cytotoxiques et provoquer la lyse de la cellule cible?®.

I-2- Les cellules de I'immunité adaptative

I-2-1- Les lymphocytes T CD4

Les lymphocytes T CD4, aussi appelés T helpers (Th), sont des acteurs essentiels des

réponses immunitaires adaptatives. Leur activation dépend de la reconnaissance par leur TCR
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(T cell receptor) d’'un Ag spécifique présenté par une CPA a l'aide des molécules du CMH de
classe Il. Cette stimulation du TCR représente le premier signal d’activation des lymphocytes T
CD4, mais n’est pas suffisante pour obtenir une réelle activation de ces cellules. En effet, d’autres
signaux, dits signaux de costimulation, sont nécessaires pour obtenir une activation effective et
leur absence entraine I'anergie des lymphocytes T CD4. Le principal signal de costimulation est
fournit par I'interaction de CD80/CD86 exprimés sur les CPA avec la molécule CD28 présente sur
les lymphocytes T CD4. De plus, la molécule CD4 interagit avec les molécules du CMH pour
stabiliser la synapse, ce qui augmente le temps d’interaction avec les CPA et donc leur activation.
En retour, les lympocytes T CD4 activés expriment la molécule CD40L qui interagit avec la
molécule CD40 des CPA, ce qui provoque une augmentation de I'expression de CD80/CD86 sur
ces derniéres. A la suite de leur activation, les lymphoytes T CD4 subissent une phase

d’expansion clonale et de maturation pendant laquelle ils acquiérent leurs fonctions effectrices’.

Il existe différentes sous-populations de lymphocytes T CD4, caractérisées par des
fonctions effectrices spécifiques. La polarisation des lymphocytes T CD4 naifs vers un sous-type
particulier se fait sous le controle strict d’'un facteur de transcription, spécifique selon le sous-
type considéré. L'expression de ce facteur de transcription est elle-méme régulée en fonction
de différents facteurs, parmi lesquels I’'environnement cytokinique au moment de I'activation
du lymphocyte T CD4, qui joue un réle prépondérant. Ainsi, les lymphocytes T CD4 naifs peuvent

se différencier en différents sous-types comme les Th1 ou les Th2 22(Figure 4).

Parmi ces sous-populations, les plus représentées dans les réponses inflammatoires sont
les lymphocytes Thl et Th2. Les lymphocytes T CD4 naifs se polarisent en Th1l sous I'influence de
I'lL-12 et de I'IFN-y et vont exprimer le facteur de transcription T-bet. lls sécretent
principalement de I'lIFN-y et du TNF-a et participent a I’activation des lymphocytes T CD8 et des
macrophages. On parle alors de réponse immune de type Th1l. Pour leur part, les lymphocytes
Th2 sont polarisés par I'lL-4 et expriment le facteur de transcription GATA-3. lls sécrétent de
I'lL-4, de I'lL-5 et de I'lL-13 et participent ainsi a I'immunité humorale anti-helminthe en
favorisant la sécrétion d’lg, notamment des IgE. Dans ce cas la, on parle de réponse immune de
type Th2. Ces deux sous-types sont mutuellement exclusifs puisque I'IL-12 inhibe Ia

différenciation de lymphocytes Th2 tandis que I'lL-4 inhibe celle des Th1°°.
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Figure 4 : Les différentes sous-populations de lymphocytes T CD4. Modifié depuis 22.

Il existe une sous-population particuliere de lymphocytes T CD4 qui possedent des
fonctions cytolytiques. Ces lymphocytes T CD4 cytotoxiques se développeraient plutot dans la
phase initiale du développement de la tumeur et disparaitraient au cours du développement
tumoral. Ces lymphocytes sécretent des cytokines de type IFN-y et TNF-a et des granules lytiques
contenant de la perforine et des granzymes, qui tuent directement les cellules tumorales. De
plus, ils peuvent aussi cibler les cellules cancéreuses par la voie Fas/FasL, bien que ce ne soit pas
le mécanisme d’induction principal de la mort pour les lymphocytes T CD4 humains®!. Leur
présence a notamment été confirmée dans un modéle de leucémie érythroblastique chez la

souris®? et chez des patients atteints de tumeurs du sein®3>* et d’hépatocarcinome®>.
I-2-2- Les lymphocytes T CD8

La principale fonction des lymphocytes T CD8 dans l'immunité antitumorale est de
reconnaitre et de détruire les cellules cancéreuses. Pour cela, les lymphocytes T CD8 naifs
doivent rencontrer leur Ag spécifique présenté par les molécules du CMH de classe |, soit par les

cellules cancéreuses, soit par les CPA du systeme immunitaire. Cette activation leur permet
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d’acquérir leurs fonctions de lymphocytes T cytotoxiques (CTLs). Leur activation requiére
également des signaux de costimulation, qui peuvent étre fournis par les CPA via 'interaction
de CD80/CD86 avec CD28, soit par I'interaction CD40-CD40L avec les lymphocytes T CD4°¢, Cette
derniére n’est pas absolument nécessaire a leur activation, mais elle renforce grandement leurs
fonctionnalités®’. De plus, cette interaction avec les lymphocytes T CD4 est nécessaire a

I'établissement de la réponse mémoire des CTLs>%°.

Ils possedent deux principaux mécanismes d’induction de mort : I'exocytose de granules
lytigues contenant de la perforine et des granzymes et I'activation des voies des récepteurs de
mort via FasL et TRAIL*®. Ces mécanismes seront détaillés plus loin dans le chapitre concernant

les propriétés antitumorales des lymphocytes T Vy9V62.

D’autres cellules interviennent également dans la réponse antitumorale. C'est
notamment le cas des lymphocytes Tyé faisant I'objet de cette étude et développés dans le

chapitre suivant.
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Il- LES LYMPHOCYTES Ty

Les lymphocytes Tyd sont des lymphocytes T non conventionnels nommés ainsi par
analogie avec leurs confréres, les lymphocytes TaB, en fonction de la structure de leur TCR
composé d’une chaine y et d’une chaine 6. lls se situent a la frontiere de I'immunité innée et
adaptative car ils partagent des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles a la fois des
cellules NK et des lymphocytes Tap (Figure 1). Bien que minoritaires parmi les autres cellules
immunitaires, leur vaste capacité de reconnaissance antigénique et leur tres grande diversité
fonctionnelle en font des acteurs majeurs dans les réponses immunitaires anti-infectieuses et

antitumorales.

II-1- Répertoire et fonctionnalités

Les lymphocytes Tyd sont les premiers lymphocytes a se développer au cours de la vie
foetale. lls apparaissent tout d’abord dans le foie et l'intestin foetal entre la 7™ et la 11°™e
semaine de gestation puis ils colonisent le thymus par vagues successives a partir de la 10°™e
semaine. Ensuite, un tropisme s’établit avec la colonisation d’un organe donné par une sous-

population de lymphocytes Tyd donnée®®6! (Figure 5).

Figure 5 : Vagues de développement des lymphocytes Tyd chez 'Homme.

Les proportions des différentes sous-populations de lymphocytes Ty varient selon
I'espéce et I'organe considéré. Par exemple, la sous-population TCR Vy9V62 n'est présente que

chez les humains et les autres primates représentant seulement 1 a 5% des cellules
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mononucléées du sang périphérique (PBMCs), soit 80% des Tyd circulants, tandis que les

lymphocytes T V61 peuvent atteindre jusqu'a 50% des lymphocytes T de la barriére intestinale.
1I-1-1- Répertoire

Comme pour les lymphocytes Tap, la diversité du TCR des lymphocytes Ty est générée
par la recombinaison somatique aléatoire de différents segments de génes codant pour les
chainesy et 6. Cette recombinaison est réalisée par les recombinases codées par les genes RAG1
(Recombination activating gene) et RAG2. Ces enzymes vont permettre d'obtenir des génes
fonctionnels a partir de segments V (Variable), D (Diversité), J (Jonctionnel), et C (Constant). Le
géne codant pour la chaine y est constitué d'un segment V et d'un segment J tandis que celui
codant pour la chaine 6 se compose des segments V, D et J (Figure 6). Le segment C sera ensuite

ajouté a ces deux génes au moment de |'épissage post-transcriptionnel®.

Figure 6 : Organisation des loci des génes du TCR humain. Extrait de 7.

Bien qu'il existe beaucoup moins de segments y et § que de segments a et B, la diversité
du TCR y6 est potentiellement plus importante que celle du TCR af. Ceci est d{i en partie a
I'insertion de nucléotides au niveau des jonctions des différents segments V, D, J lors de la
recombinaison somatique. Cependant, cette tres grande diversité n'est jamais atteinte. Au
contraire, la structure du TCR yé est trés conservée et cette diversité théorique est perdue au

profit d'une oligoclonalité. Ainsi, chaque réarrangement préférentiel au niveau des genes codant
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les chaines du TCR constitue une sous-population aux caractéristiques fonctionnelles

particuliéres® (Table 1).

¥8 T-cell population (origin)
Mouse

Wy T-Vé6/4 (spleen, liver, thymus
T-cell hybridomas; naive and
pathogen-infected mice)
Vy2-V85 (clone LBKE)

Vy2-V38 (clone Tgld.4)

Vy2-V85 (hybridoma KNG)
Vy2-Ver11.3 (hybricoma G8)

Vy5-V81 (DETC lines)
V7 (IEL lines)

Human

VyX-V81 (IEL ines and clones)
VX-181 (LA, synovial fluic
clones)

Vy?-V81 (PB clones)

VyX-1¥81 (PB clones)
Vy8-V82 (PB clones)

Vy9-V62 (TL. PB clone)

Vy8-Vé2/1 (PB clones)
VyG-V82 (RA, synovial fluid)

Vy8-1/82 (PB linas and clones)

Antigen specificity

Mycobacterial Hsps0/
180147

I-EX

HSV-gl (N terminus)

T10/22 (MHC class Ib)
T10/22

Stressed epithelial cells?

Stressed epithelial cells?

MICA, MICEB
Lipohexapeptides + DC
+IL-2

HLA-AZ, HLA-A24

CDic

Organic phosphoesters,
alkylamines, nuckotide-
conjugates and cel-cell
contact

Pamidronate + monocytic
APCs

SEA

Myicobactenal
HspB5 o, 0 /etanus
10md1hﬂ-|?ﬁ? +
HLA-DRwS3

GroEL homologue on
Burkitts lymphoma cells

Functional phenotype

Cytokine release (T 1)

Cytokine release

Cytotoxcity, cytoking
release (IFN-y)

Cytotoxicity, cytokine
release
Cytotoxicity, cytokine
release

Cytotosicity and
cytokine/chemokines;
KGF refease modulated by
coO-Treceptors

Cytotosdcity; suppression;
KGFand T 1 cytokine
release modulated by
co-receptors

Cytotoxicity

?

Cytatondcity, T, 1 cytokine
release

Cytotoxcity

Cytotodcity, T, 1 cytokine
release

Cytotosdcity, IFN-y release

Cytotoxicity
Cylotoxicity

Cytotoxicity, cytokine
release

Biological function

Maodulation of innate and adaptive
antigen-specific immune responses
?

Protection from lethal virus infection

Immune surveilance?
Immune surveilance?

Regulation of epithelial ntegrity/lurnover;
elimination of stressed/transformed cells;
requlation of CMI responses

Induction/maintenance of Iga
responses; induction/maintenance
of oral tolerance; regulation of
epithelial-cel turnover

Elimination of stressed/Aransformed cells
Fas-mediated modulation of immune
response to infection

7

?

Unigua role in immunity to infection,

homeostatic control of immune
and non-immune processes?

Elimination of mysicid-cell targets?

Anti-microbial immunity?
Eliminate autoreactive cells?

Tumour surveilance?

Table 1 : Les différentes sous-populations de lymphocytes Ty$ et leurs fonctions biologiques. Extrait de .

APC, antigen-presenting cell ; CMI, cell-mediated immunity ; DC, dendritic cell ; DETC, dendritic epidermal T cell
; GROEL, heat-shock 60 kD protein 1 ; HLA, human leukocyte antigen ; Hsp, heat-shock protein ; HSV-gl, herpes
simplex virus glycoprotein 1 ; I-Ek, MHC class Il gene, E ; ilEL, intestinal intraepithelial lymphocyte ; KGF,
keratinocyte growth factor ; LA, Lyme arthritis ; PB, peripheral blood ; RA, rheumatoid arthritis ; SEA,
staphylococcal enterotoxin A ; Tg, transgenic ; TH cell, T-helper cell ; TL, tuberculoid leprosy ; ?, not known.

11-1-2- Fonctionnalités

1I-1-2-1- Pléiotropie fonctionnelle et plasticité cellulaire

Comme explicité précédemment, une sous-population donnée de lymphocytes Tyd

exerce des fonctions cellulaires restreintes liées a sa localisation tissulaire, sa réactivité
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antigénique et au contexte infectieux ou inflammatoire local. Cette spécialisation est due a la
fois a leur programmation cellulaire initiale mais aussi a leur plasticité fonctionnelle en
périphérie, c’est-a-dire leur capacité a intégrer différents signaux de stress cellulaire pour
produire une réponse immune adaptée. Par exemple, les lymphocytes T Vy9V62 se polarisent
préférentiellement vers un phénotype Thil, caractérisé par la sécrétion d’IFN-y et de TNF-a et
une cytotoxicité cellulaire dirigée contre leur cible. Cependant, sous l'influence de signaux

environnementausx, ils peuvent étre polarisés en cellules Th2, Th17...3!
1I-1-2-2- Fonctions effectrices

Les lymphocytes TyS exercent des fonctions trés variées dans |'organisme. Bien que la
diversité de leur TCR soit restreinte, ces cellules sont capables de reconnaitre des Ags de natures
trés différentes et ce, sans présentation par les molécules du CMH®2, Suite a cette activation, les
lymphocytes Tyd vont pouvoir répondre de maniére trés rapide sans nécessité d’une expansion
clonale préalable. D’autre part, ils sont également activés par des molécules liées aux stress
cellulaires grace aux TLRs et aux NKRs dont NKG2D, qui tient une place majeure dans la
régulation de I'activation des lymphocytes Tyd. Ces caractéristiques leur permettent d’intervenir
dans les stades précoces de la réponse immune, bien avant la mise en place de la réponse

adaptative®364,

En fonction de leur polarisation, les lymphocytes Tyb peuvent étre impliqués dans les
réponses immunitaires contre les bactéries, les virus et les parasites et dans la surveillance
antitumorale, via la sécrétion de différentes cytokines (IFN-y, TNF-a, IL-17, IL-13...), chimiokines
[Macrophage Inflammatory Proteins MIP-1a, MIP-13, RANTES (regulated on activation, normal
T cell expressed and secreted)] et grace a leurs fonctions cytotoxiques (granules lytiques, FasL,

TRAIL...).

De manieére intéressante, les lymphocytes Tyd peuvent également mimer le réle des CPA
spécialisées comme les DCs, initiant ainsi la réponse immune adaptative. En effet, lorsqu’ils sont
activés par un phosphoantigene (PAg), les lymphocytes T Vy9V62 augmentent leur expression
de molécules du CMH de classe Il HLA-DR, de costimulation CD80, CD86, CD40 et de molécules
d’adhésion comme ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1)%. De plus, les lymphocytes Tyd

stimulés par des extraits protéiques de Mycobacterium tuberculosis puis mis en co-culture avec
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des lymphocytes T CD4 ou T CD8 naifs induisent une forte prolifération de ces lymphocytes
TaB®>% lié & un phénoméne de cross-présentation antigénique®’. Le taux de lymphocytes Tap
spécifiquement répondeurs est fortement augmenté lorsque les cellules cibles des lymphocytes

TyS sont opsonisées®®.
Les lymphocytes Tyé régulateurs

Des sous-populations de lymphocytes Tyd peuvent également posséder des fonctions
immunosuppressives comme leurs analogues les lymphocytes Tregs. lIs ont été identifiés pour
la premiére fois chez la souris en 2009 par Kang et ses collaborateurs®. Depuis, plusieurs études
ont montré 'existence des Ty® régulateurs chez ’'Homme, parmi les V82 et les V617972, Ces
cellules inhibent la prolifération des lymphocytes Taf notamment via la sécrétion de TGF-B
(Transforming growth factor B). Plus récemment, un autre mécanisme d’action de ces cellules
régulatrices a été mis en évidence. Des lymphocytes Tyd purifiés mis en co-culture avec des
lymphocytes T CD4* CD25 stimulés par des Ac anti-CD2, anti-CD3 et anti-CD28 inhibent
I’activation de ces lymphocytes T CD4. Le blocage de l'interaction CD86/CTLA-4 (cytotoxic T-
lymphocyte-associated protein 4) restaure la prolifération des lymphocytes T CD4 montrant que

ce mécanisme pourrait étre responsable de cette inhibition”3,

Les lymphocytes Ty 17

Les cytokines de la famille IL-17 (IL-17A-F) sont des cytokines pro-inflammatoires ayant
un trés large spectre d’action. Au sein de ce groupe, I'lL-17A est la plus étudiée’®. Les cellules
productrices d’IL-17A les plus connues sont les lymphocytes T CD4* IL-17* Th17. Cependant, bien
d’autres cellules du systéme immunitaire peuvent en produire et notamment les lymphocytes

Tyé. lls sont alors appelés Tyd17 ou T17.

Etant donné que I'lL-17 posséde un trés large spectre d’action, beaucoup d’études se
sont intéressées a son role en cancérologie. |l apparait que la présence d’IL-17 dans le
microenvironnement tumoral est a double tranchant car elle posséde a la fois une action pro- et
antitumorale’. Par exemple, il a été montré que I'lL-17 peut améliorer I'immunité spécifique
antitumorale en augmentant I'activité des CTLs’® et en induisant la maturation des DCs qui

expriment plus de CMH de classe | et II’7. Pourtant, de nombreux travaux décrivent I'lL-17
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comme un facteur favorisant le développement tumoral du fait de son action pro-angiogénique.
L'IL-17 agit sur les cellules stromales et les cellules endothéliales, ce qui induit la sécrétion de
facteurs pro-angiogéniques dont le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)’®, I'IL-6, I'IL-8,
CXCL1, CXCL5 et CXCL6. Ces facteurs sont aussi connus pour stimuler I'angiogenése, la

prolifération et la survie des cellules cancéreuses ainsi que la dissémination tumorale®.-82,

Plusieurs études ont montré que les lymphocytes Tyd peuvent représenter une source
importante voire majoritaire d’IL-17 dans le microenvironnement tumoral®8687 Dans une étude
menée sur quatre modeles tumoraux chez la souris, Ma et ses collaborateurs ont montré que
les Tyd17 sont essentiels a I'efficacité des chimiothérapies par anthracyclines car ils participent
a la mise en place de la réponse T spécifique liée a la mort immunogénique des cellules
cancéreuses®®. De plus, via le chimiotactisme qu’ils exercent sur les neutrophiles, les Ty517 sont
impliqués dans I'efficacité des injections de BCG (bacille de Calmette et Guérin) comme
traitement adjuvant du cancer vésical®. Mais les lymphocytes Ty517 possédent aussi une
activité pro-tumorale liée a l'action de I'IL-17 sur les cellules stromales et les cellules
cancéreuses. Récemment, dans un modele d’hépatocarcinome murin, des chercheurs ont
montré que les Tyd17 sont responsables de [linfiltration de cellules myéloides
immunosuppressives (MDSCs) dans la tumeur. Ces cellules vont, par la sécrétion d’IL-1B et
d’IL-23, favoriser le développement des Tyd17, créant ainsi une boucle en faveur du
développement tumoral®. Une autre étude récente menée par le groupe de Bruno Silva-Santos
illustre cette dynamique des Ty617 dans le microenvironnement tumoral. Dans leur modeéle de
cancer ovarien avec une forte composante inflammatoire, ils observent une disparition
progressive des Ty® producteurs d’IFN-y au profit des Tyd17 au cours du développement
tumoral. Les Ty617 favorisent le recrutement de macrophages qui vont promouvoir
I'angiogenese et la croissance des cellules tumorales via I'expression de genes codant pour

I'IL-1B, I'IL-6, le VEGF, le TGF-B, CXCL1 et CXCL8®®.

L’ensemble de ces résultats obtenus dans des modeles murins trouvent écho dans une
récente étude clinique impliquant des patients atteints de cancers colorectaux. Cette étude
montre que chez ces patients, au sein de la tumeur, les Ty617 constituent la source majeure
d’IL-17. Leur développement serait d(i a la présence de DCs inflammatoires dans les lésions

tumorales, induisant les Ty617 a produire de I'IL-8, du TNF-a et du GM-CSF (Granulocyte
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Macrophage-Colony Stimulating Factor) avec pour résultat une accumulation de MDSCs dans la
tumeur. Linfiltration des Ty617 correle parfaitement avec le grade de la maladie ainsi qu’avec

d’autres signes clinico-pathologiques comme le taux d’Ag carcino-embryonnaire (CEA)¥’.
Régulation de la réponse immune par les lymphocytes Tyd

Les lymphocytes Tyd exercent un réle régulateur a tous les stades de la réponse immune
en raison des nombreuses interactions qu’ils développent auprés des autres cellules du systéme

immunitaire, détaillées dans la Figure 7.

Figure 7 : Fonctions régulatrices des lymphocytes TyS aux différents stades de la réponse immunitaire. Extrait de 31,

Dans la suite de cet exposé, nous concentrerons notre attention principalement sur les

lymphocytes T Vy9V62 qui sont I'objet principal de cette étude.

11-2- Sous-populations de lymphocytes T Vy9Vé2

Parmi les lymphocytes T Vy9V82, on peut distinguer quatre sous-populations cellulaires
en fonction de I'expression des marqueurs CD27 et CD45RA. Ces sous-populations refletent
différents états de maturation ou les lymphocytes T Vy9V62 se distinguent par I'expression de

leurs marqueurs de surface, leur localisation dans I'organisme et par leurs fonctions effectrices.

Les cellules naives (Tn) de phénotype CD27*, CD45RA* expriment fortement les

récepteurs CCR7 et CD62L2. Elles sont localisées majoritairement dans les ganglions
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lymphatiques. Ces cellules ne posseédent pas de fonction effectrice mais sont dotées d'une

grande capacité de prolifération.

Les cellules centrales mémoires (Tcuw) sont de phénotype CD27*, CD45RA 2, et
proviennent de la maturation des cellules Tn aprés stimulation antigénique3. Elles sont
également retrouvées dans les ganglions lymphatiques mais sont beaucoup plus nombreuses
dans le sang circulant. Ces cellules expriment faiblement CCR7 et fortement CD62L. Elles
acquierent aussi les récepteurs aux chimiokines CCR5 et CXCR3 qui leur permettent de migrer
aux sites inflammatoires, ainsi que CD45R0, marqueur d'un phénotype mémoire?. Les cellules
Tem sont essentiellement capables de proliférer en réponse a la stimulation par un Ag et des
sighaux mitogénes tels que I'lL-2, I'lL-7 ou I'lL-153. Le marqueur CXCR5 permet de distinguer deux
sous-populations parmi les cellules Tewm. Les cellules CXCR5* expriment également les molécules
de costimulation CD40L et ICOS (Inducible T-cell COStimulator). Elles produisent de I'lL-2, de
I'lL-4 et de I'IL-10 et aident a la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes. En revanche,
les Tem CXCR5™ sont CD40L, ICOS, ne sécretent pas de cytokines et n’intéragissent pas avec les

lymphocytes B%.

Les cellules de type effecteur mémoire (Tem) sont double négatives pour CD27 et CD45RA
et expriment fortement les récepteurs aux chimiokines pro-inflammatoires CXCR3, CCR2, CCR5
ainsi que CD45RO. Ces cellules expriment faiblement le récepteur FcyRIIIA (CD16A) et les NKRs>.
Bien que présentes dans le sang circulant, elles sont essentiellement retrouvées aux sites
inflammatoires. Les Tem ont une faible capacité de prolifération. Elles produisent peu de
perforine, marquant une activité cytolytique faible mais sont fortement productrices de

cytokines pro-inflammatoires telles que I'lFN-y et le TNF-o2.

Les lymphocytes T Vy9V62 effecteurs mémoire terminaux (Temra) Ont un phénotype
CD27:, CD45RA*. Ces cellules sont retrouvées en trés grande majorité sur les sites
inflammatoires?. Ces cellules portent le récepteur CD45RO mais contrairement aux Tcwm, elles
expriment peu de récepteurs aux chimiokines. Elles se distinguent également des Tcw par une
forte expression du CD16 ainsi qu'une expression constitutive des NKRs. Les cellules Temga sont
réfractaires aux PAgs mais répondent apres activation via le CD16. Elles ont une activité

cytotoxique importante envers certaines bactéries et cellules tumorales, notamment due a un
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fort taux de perforine. Elles produisent également des cytokines pro-inflammatoires mais moins

que les Tem>.

Il a été proposé lors de la description de ces différents états cellulaires que ces quatre

phénotypes se succéderaient suivant |'état de maturation de la cellule dans I'ordre :

Tn = Tem — Tem — Temral.

Cependant, Caccamo et ses collegues ont montré que des cellules Tcm isolées dans le
sang périphérique et cultivées avec de I'lL-15 pouvaient aboutir a deux états de maturation, Tem
ou Temra. Dans cette étude, les cellules Tem obtenues sont fortement productrices d'IFN-y et de
TNF-a tandis que les Temra ont une forte capacité cytotoxique, ce qui correspond aux fonctions
attendues pour ces sous-types cellulaires®. Cela laisse penser que les lymphocytes T Vy9V52

évoluent plutot selon le schéma de maturation décrit dans la figure 8.

Figure 8 : Les différentes sous-populations des lymphocytes T Vy9V52. Modifié & partir de?>.
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11-3- Réactivité des lymphocytes T Vy9Vé2

A la suite de leur découverte, les lymphocytes T Vy9V62 se sont rapidement avérés étre
impliqués dans la réponse immunitaire aux mycobactéries®°! et aux cellules tumorales
humaines telles que les lymphomes de Burkitt®2. Les études menées pour identifier les molécules
activatrices des lymphocytes T Vy9V62 dans les mycobactéries ou les cellules cancéreuses ont
permis de mettre en évidence un panel de ligands ayant pour cibles différents récepteurs a la

surface de ces lymphocytes.
11-3-1- Les phosphoantigénes
II-3-1-1- Nature des phosphoantigenes

Pour comprendre comment les lymphocytes T Vy9V62 sont activés lors d'infections aux
mycobactéries, les chercheurs ont évalué la réactivité de ces lymphocytes a différents extraits
de Mycobacterium tuberculosis. Ces études ont permis d'isoler quatre Ags non peptidiques

phosphorylés dénommés TUBag 1-4 %3 (Figure 9).

Figure 9 : Premiers PAgs isolés a partir de M. tuberculosis. Extrait de °.

Par la suite, de nombreuses autres molécules naturelles extraites de plantes, de cellules
de mammiféres ou de microorganismes ont été reconnues comme activatrices des lymphocytes
T Vy9V62. Ces composés ayant une structure chimique commune composée d'un radical alkyle

et d'un pyrophosphate ont été nommés phosphoantigénes (Figure 10). A ce jour, le PAg naturel
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qui a la plus grande réactivité connue est le (E)-Hydroxydiméthylallyl pyrophosphate (HDMAPP).
Sa capacité d'activation des lymphocytes T Vy9Vd2 est 1000 fois supérieure a celle de

I'isopentenyl pyrophosphate (IPP)%*.

o] o]

Alkyle—Q0—P—0—P—0—R

o o

Figure 10 : Formule générale des PAgs. Extrait de °.

Sur la base de cette structure chimigue générale, un certain nombre de PAgs
synthétiques ont été produits, avec des bioactivités trés variables®® (Table 2). Parmi ces PAgs, le
bromohydrine pyrophosphate (BrHPP) ou Phosphotim™ est connu comme un trés bon
activateur des lymphocytes T Vy9V62 et est utilisé en expérimentation et dans les essais

cliniques d'immunothérapies anticancéreuses a base de lymphocytes T Vy9Vv§2°4%,

Designation Chemical name Structure (as acid form)

CHLBr

2] 0
BrHPP 3-(bromomethyl)-3-butanol- || ||

1-vl pyrophosphoric acid o—F—0—F—0H

OH OH

IPP 3-methyl-3-buten-1-yl

pyrophoshoric acid

C-HDMAPP | (2E)-1-Hydroxy-2-methyl-2-

pentenyl-pyrophosphonic

[
x
/ ;= %i_

=]
'%',l:ﬁ
o
|
S
|
o
L

acid

Table 2 : Exemples de phosphoantigénes. Extrait de 8.

11-3-1-2- Biosynthése des phosphoantigénes

Les PAgs naturels les plus réactifs sont des intermédiaires de synthése de la voie
métabolique des isoprénoides. Il existe deux voies de synthése de ces molécules : la voie du

mévalonate dans les cellules eucaryotes non photosynthétiques et la voie du DOXP (1-désoxy-
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D-xylulose-5-phosphate) ou voie de Rohmer chez les procaryotes et les cellules eucaryotes de
plantes. Bien que les points de départ et les intermédiaires de synthése soient différents pour

ces deux voies, elles aboutissent toutes les deux a la synthése de I'IPP et de THDMAPP?’.

Certains inhibiteurs pharmacologiques de la voie du mévalonate, connus a ce jour
comme traitements de référence de pathologies métaboliques, influencent par leur activité la
synthése de I'IPP. Notamment les statines, comme la mévastatine, molécules inhibitrices de
I'HMG-CoA réductase, conduisent a une inhibition de la synthese d'IPP. En revanche, les
aminobiphosphonates (ABP), comme le zolédronate, provoquent une inhibition de la farnésyl-PP
synthase. Cette enzyme permet la combinaison de deux molécules d'IPP pour obtenir du

géranyl-PP. Son inhibition conduit donc a une accumulation d'IPP intracellulaire33 (Figure 11).

Figure 11 : Les voies naturelles de production des phosphoantigénes. Extrait de 33. MVA : mévalonate.

L'utilisation de ces voies métaboliques chez de nombreuses espéeces du vivant pourrait

expliquer l'implication des lymphocytes T Vy9V62 dans la réponse immunitaire contre des
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pathologies infectieuses variées. De plus, certains types de cellules cancéreuses surexpriment la
voie du mévalonate. C’'est une des raisons pour lesquelles les lymphocytes T Vy9V62 sont activés

en présence de cibles cancéreuses®.

1I-3-1-3- Interaction TCR Vy9Vé2 et phosphoantigénes

Bien que de nombreuses études aient été réalisées dans ce domaine, les mécanismes
d’activation des lymphocytes T Vy9V62 par les PAgs ne sont pas encore complétement élucidés.
Pour étre activés, les lymphocytes T conventionnels af doivent reconnaitre un Ag spécifique
présenté par les molécules du CMH a la surface d'une CPA. Ce processus doit s'accompagner de
signaux de costimulation. Partant de ce principe, de nombreuses molécules du CMH classiques
et non classiques ont été testées comme molécules de présentation des PAgs. Il s'est avéré que
les molécules du CMH de classe | et Il, TAP (transporter associated with antigen processing) et
CD1 ne sont pas nécessaires a l'activation des lymphocytes T Vy9V§26%°%190 | ’hypothése selon
laquelle les lymphocytes T Vy9V62 seraient capables de reconnaitre des PAgs sans présentation
ni restriction par les molécules du CMH a donc émergé. Elle est soutenue par certaines
observations expérimentales. En effet, les lymphocytes T Vy9V52 exposés a des PAgs en absence
de toute autre cellule accessoire sont activés, sécretent du TNF-a et ont une activité

cytotoxique®10,

D’autres molécules comme la F1-ATPase ont été proposées pour la présentation des
PAgs. En effet, une étude montre que la F1-ATPase est exprimée a la surface des cellules
tumorales lysées par les lymphocytes T Vy9V62. La F1-ATPase purifiée a partir de cellules
cancéreuses induirait une activation sélective des lymphocytes T Vy9Vb62 en présence d'une
forme délipidée de I'apolipoprotéine Al (Apo A1)%2. Cependant, aucune expérience de co-
immunoprécipitation entre la F1-ATPase et le TCR Vy9V82 n'a pu étre réalisée a ce jour et le role

de la F1-ATPase en tant que molécule présentatrice des PAgs n'est pas formellement démontré.

Néanmoins, les recherches dans ce domaine ont connu des avancées substantielles ces
dernieres années. Lorsque Harly et ses collaborateurs ont montré que I’AcMo 20.1 dirigé contre
la butyrophiline 3A (BTN3A/CD277) activait les lymphocytes T Vy9V62 via leur TCR, mimant ainsi

104

I'action des PAgs'®, un engouement pour ces recherches s’est déclenché, aboutissant
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aujourd’hui a la confrontation de deux théories quant au modeéle de présentation des PAgs par

la butyrophiline.
11-3-2- La butyrophiline 3A1

Les butyrophilines sont une famille de molécules apparentées a la superfamille des
molécules de costimulation B7. Lorsqu’elles ont été décrites pour la 1% fois dans les années
1980, seule leur implication dans la lactation a été publiée. Puis, plus récemment, on leur a
découvert une place importante dans I'immunomodulation des lymphocytes T. Cette famille
comporte 13 membres dont BTN3A1, BTN3A2, BTN3A3, des BTN-like comme BTNL8 et SKINT-
like (SKINTL). La plupart d’entre elles, conservées entre la souris et 'homme, possédent deux
domaines extracellulaires Ig-V et Ig-C et un domaine intracellulaire B30.2 important pour la

transduction du signal'®.

Plusieurs membres de la famille des butyrophilines exercent des activités régulatrices sur
les lymphocytes Tyd. Chez la souris, I'expression de SKINT1 dans les cellules épithéliales et
stromales du thymus est importante pour la sélection positive des lymphocytes T Vy5V61 et pour

leur différenciation en cellules productrices d’IFN-y durant la vie feetale!%6:107,

Au cours d’une étude sur la caractérisation des BTN3A, Compte et ses collaborateurs ont
généré des AcMo dirigés contre les molécules BTN3A/CD277%%, En testant la réactivité de ces
Ac sur les lymphocytes T Vy9Vé2, le groupe d’Emmanuel Scotet a découvert que le clone 20.1
active ces cellules spécifiquement via leur TCR, induisant leur sécrétion de cytokines et leurs
fonctions cytotoxiques comme les PAgs, tandis que le clone 103.2 inhibe cette activation. De
plus, le traitement par I’Ac 20.1 de lignées cancéreuses insensibles a I'activité cytotoxique des
isoformes de BTN3A/CD277. Ces chercheurs ont montré que seule I'isoforme BTN3A1l est
responsable de I'activation des T Vy9V52 et cela est di a son domaine B30.2 intracellulaire.
BTN3AS3, qui possede aussi une partie intracellulaire mais avec un domaine B30.2 légerement
différent, n’induit pas I'activation des lymphocytes T Vy9V52.1%4 |Is ont alors proposé un modéle
pour expliquer le mécanisme d’activation de ces lymphocytes, en présence ou non de I'Ac

20.1%010% (Figure 12).
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Figure 12 : Hypotheses sur le fonctionnement de la butyrophiline CD277 sur I'activation des lymphocytes T Vy9Vé2.
Extrait de 1°.

(A) La molécule ubiquitaire CD277 n’est pas reconnue par les lymphocytes T Vy9V82 (partie gauche). Suite a
I'incubation avec ’AcMo anti-CD277, des modifications (mobilité et/ou conformation) seraient induites dans la
molécule CD277 de telle sorte que les lymphocytes T Vy9V62 soient activés via leur TCR (partie droite). (B)
Certaines cellules tumorales sont faiblement reconnue par les lymphocytes T Vy9V&2 (partie gauche). Suite a un
traitement avec des ABP (n-BP), une accumulation de PAg se produit dans la cellule tumorale ce qui entrainerait
les modifications sur la molécule CD277 conduisant a I’activation des lymphocytes T Vy9Vé2 (partie droite).

Cette hypothése a été alimentée par des études approfondies de la structure protéique
des molécules BTN3A réalisées en cristallographie 1%, Ces études ont montré que les BTN3A se
trouvent sous forme d’homodiméres en forme de V a la membrane cellulaire, reliés par le
domaine Ig-C a la membrane. Les Ac 20.1 et 103.2 se lient sur des épitopes différents sur le
domaine Ig-V'%, Le domaine B30.2 posséde une poche basique mais il n’y a pas de liaison de
haute affinité avec les PAgs®. A ce stade commence a émerger I'idée d’une ou plusieurs

molécules adaptatrices nécessaires au processus de présentation.

Le groupe de Genaro Delibero a proposé un autre modele pour expliquer le mécanisme
de présentation des PAgs par BTN3A1. Utilisant une approche génétique, ils ont généré des
transfectants exprimant uniguement le domaine Ig-V de BTN3A1 avec lesquels ils ont stimulé les
lymphocytes T Vy9V62 : I'activation des Tyd survient uniguement en présence de PAg. A l'aide
d’'une étude cristallographique, ils montrent que le domaine Ig-V posséde une poche
superficielle dans laquelle viendrait se fixer le PAg pour étre directement présenté au TCR
Vy9V62110, Ce modele, qui semble résoudre toutes les interrogations concernant la présentation
des PAgs aux TCR Vy9Vé2, laisse tout de méme quelques questions en suspens. Notamment,
guel réle est joué par le domaine B30.2, qui semble essentiel a I'activité activatrice de BTN3A1

sur les lymphocytes T Vy9V62 ? De plus, comment sont présentés les PAgs intracellulaires
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comme I'IPP ? L'IPP se lie-t-il a BTN3A1 sur le domaine B30.2 et entraine-t-il le changement de
conformation proposé dans le modele décrit par Harly et al. ou est-il sécrété et directement

recapturé a la membrane par BTN3A1 ?'%!

L’étude la plus récente sur le sujet permet de répondre a quelques-unes de ces questions.
Sandstrom et ses collaborateurs fournissent une meilleure caractérisation de la structure du
domaine B30.2 de BTN3A1 et BTN3A3. Ils ont identifié une poche a la surface du domaine B30.2
de BTN3A1 chargée positivement ou se logent les PAgs. Pour confirmer leur découverte, ils ont
induit une inversion de charge dans la poche de liaison en modifiant plusieurs acides aminés.
Ces changements induisent une perte de réactivité des lymphocytes T Vy9V42. Ensuite, ils ont
comparé les séquences protéiques des domaines B30.2 de BTN3A1 et BTN3A3. BTN3A1 posséede
une histidine en position 351 alors que I'on trouve une arginine sur BTN3A3. IIs ont alors généré
des protéines recombinantes en inversant I’histidine et I’arginine en position 351 de BTN3A1 et

BTN3A3. Dans ce cas, BTN3A1 ne peut plus lier les PAgs alors que BTN3A3 devient réactif*2.

Ces expériences montrent clairement I'importance du domaine B30.2 de BTN3A1 pour
son activité activatrice des lymphocytes T Vy9V62. Cela dit, toutes ces études s’accordent a dire
gu’une ou plusieurs molécules adaptatrices sont nécessaires pour que le systeme fonctionne

(Figure 13).

Figure 13 : Hypothéses proposées pour 'activation du TCR Vy9V52 par les PAgs et BTN3A1. Modifiée 3 partir de .
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Méme si quelques zones d’ombre subsistent, la connaissance et la compréhension de
I'activation des lymphocytes T Vy9V62 a fait un bond colossal avec la découverte du role de la

butyrophiline BTN3A1.

11-3-3- Autres molécules modulatrices de I'activation des lymphocytes T Vy9Vvé62

11-3-3-1- Les alkylamines et les aminobiphosphonates

Les alkylamines sont des composés chimiques pouvant étre retrouvés en quantités
millimolaires dans la nature, par exemple dans des extraits microbiens ou dans certaines plantes
comestibles. Certains de ces composés, comme l'iso-butylamine, ont la capacité d'activer
spécifiquement les lymphocytes T Vy9V62 en induisant leur prolifération et leur production
d'IL-2113, Cependant, leur réle dans I'immuno-régulation générale par les lymphocytes T Vy9V62

n'a jamais été démontré.

Les ABP sont des molécules connues depuis de nombreuses années comme des
inhibiteurs de la résorption osseuse. Comme expliqué précédemment, ces molécules sont
capables d'inhiber une enzyme intervenant dans la voie métabolique de biosynthése du
cholestérol, conduisant a une accumulation d'IPP intracellulaire33. Au-dela de cette propriété,

les ABP partagent une similitude structurale avec les PAgs (Figure 14).

Figure 14 : Formule générale des ABP. Extrait de °.

Une étude a montré que les ABP (zoledronate, alendronate, pamidronate) sont capables
d'induire une prolifération significative des lymphocytes T Vy9Vb62 au sein des PBMCs de
donneurs sains. Comme pour I'IPP, cette prolifération est strictement dépendante de I'lL-2. Les
ABP induisent également une régulation positive de I'expression du CD25 (chaine a du récepteur
a I'lL-2) et du CD69 (marqueur d'activation apparaissant précocement a la surface des
lymphocytes), montrant ainsi une activation effective des lymphocytes T Vy9V62. De plus, méme

en absence d'IL-2, les lymphocytes T Vy9V62 activés par les ABP produisent des cytokines pro-
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inflammatoires (IFN-y) et réalisent une cytolyse efficace en présence de cibles cancéreuses de
type Daudi (lignée cellulaire de lymphome de Burkitt) et RPMI 8226 (lignée cellulaire de

myélome multiple)4,
11-3-3-2- Les NKRs

Les lymphocytes T Vy9V62 expriment trés fréquemment certains NKRs'!>. Notamment,
le récepteur NKG2D est un récepteur de costimulation majeur pour les lymphocytes T Vy9Vé2.
En effet, I'activation du complexe NKG2D/DAP10 conduit a une réponse amplifiée des
lymphocytes T Vy9V82 aprés une activation du TCR par un PAg'®. NKG2D est recruté au cours
de la formation de la synapse immunologique établie entre les lymphocytes T Vy9V62 et leurs
cellules cibles'”. De plus, l'utilisation d'Ac bloquant NKG2D a permis de montrer que ce
récepteur fournit un signal de costimulation important pour la cytotoxicité des lymphocytes T

Vy9V&82 dirigée contre des cellules cibles cancéreuses MICA/MICB* et ULBPs* %6118,

Les lymphocytes T Vy9Vd2 expriment également les hétérodimeéres activateurs
CD94/NKG2C et inhibiteurs CD94/NKG2A"°. |Is sont retrouvés exclusivement sur les cellules
Temra et leur expression est corrélée avec une diminution de I'expression du TCR Vy9Vv821%, Le
réle régulateur du complexe CD94/NKG2A est connu depuis longtemps pour les lymphocytes T
Vy9V82. Lors d'une activation par un PAg, tous les récepteurs CD94/NKG2A intracytoplasmiques
vont étre externalisés a la surface des lymphocytes T Vy9V6212L, Puis, I'activation du complexe
CD94/NKG2A conduit a une inhibition de la prolifération, une diminution de la production de
cytokines pro-inflammatoires INF-y et TNF-a, et une inhibition de la cytotoxicité dirigée contre
des cellules cibles infectées ou cancéreuses®®. En revanche, I'activité régulatrice du récepteur
CD94/NKG2C sur les lymphocytes T Vy9V62 est connue depuis peu. Une étude menée chez des
donneurs sains adultes a montré qu'environ 50% des lymphocytes T Vy9V62 expriment le
récepteurs NKG2C, mais seulement une minorité en possédent un taux significatif (> 5%). Parmi
les lymphocytes T Vy9Vd2 NKG2C*, certains expriment exclusivement NKG2C et d'autres sont
doublement positifs pour NKG2C et NKG2A. Sur les cellules NKG2C*/NKG2A", une stimulation du
complexe CD94/NKG2C conduit a la prolifération des lymphocytes T Vy9V62, la production
d'IFN-y et de TNF-a et a une forte réponse cytolytique en présence de cellules cibles. Ceci montre

gue le récepteur NKG2C a la surface des lymphocytes T Vy9V62 est pleinement fonctionnel et
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active les fonctions effectrices de ces lymphocytes. Par contre, sur les cellules NKG2C*/NKG2A*,
une stimulation via NKG2C entraine les mémes effets que sur les cellules NKG2C*/NKG2A", tandis
qu'une activation via le CD94 inhibe la prolifération et les fonctions effectrices des cellules!?°.
L'ensemble de ces données montre que les NKRs jouent un réle important dans la régulation de

I'activité des lymphocytes T Vy9Vé2.

Les lymphocytes T Vy9V82 expriment aussi la molécule ILT2, pour immunoglobulin-like
transcript 2. Cette protéine interagit avec la molécule du CMH | non classique HLA-G. HLA-G a
été détecté a la surface de cellules tumorales de mélanomes, de carcinomes rénaux, de tumeurs
hématopoiétiques et de cancers ovariens. L'interaction HLA-G/ILT2 produit un signal inhibiteur

pour la prolifération et la production d'IFN-y des lymphocytes T Vy9V82 activés par un PAg*?2.

La figure 15 illustre les mécanismes de régulation de I'activation des lymphocytes T

Vy9V62 en fonction des signaux recus par le TCR et les récepteurs NKRs.

Figure 15 : Modulation de I'activation des lymphocytes Tyé en fonction des signaux regus par le TCR et les NKRs.
Extrait de 2°. aNKR : NKR activateurs, iNKR : NKR inhibiteurs.

La quantité d’antigéne requise pour I'activation des fonctions prolifératives et effectrices des lymphocytes Tyé
(seuil d’activation représenté par la ligne pointillée) est controlée par les signaux activateurs et inhibiteurs délivrés
par 'engagement des NKRs exprimés par les lymphocytes TyS. Elle est diminuée pour un ratio aNKR/iNKR élevé
(courbe rouge) ou augmentée pour un ratio aNKR/iNKR faible (courbe bleue). A I'état basal, une faible expression
du TCR y6 et des aNKRs et/ou une forte expression de molécules du CMH | non classiques engageant ILT2 ou
CD94/NKG2A préviennent 'activation auto-immune des Ty (fleches bleues). Un stress (infection/transformation
cellulaire) peut conduire a I'augmentation des antigénes du TCR y6 et / ou a 'augmentation de I'expression des
ligands des aNKRs et a une diminution de I'expression des molécules du CMH | non classiques (fléeches rouges),
conduisant a I'activation des lymphocytes Tyb.

Dans la mesure ou les lymphocytes T Vy9V62 sont activés par des molécules endogéenes

sans restriction par les molécules du CMH, leur activation doit étre finement contrélée afin de
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limiter les risques d'auto-immunité. La fréquente modification de I'expression des molécules du
CMH | a la surface des cellules tumorales module les interactions entre les lymphocytes T Vy9Vé62
et leurs cellules cibles. Cela participe a la discrimination entre les cellules normales et les cellules
transformées et renforce l'activation des lymphocytes T Vy9Vv62. D'autres mécanismes
participent a la régulation de I'activation de ces, tels que les interactions entre les molécules

d'adhésion, les signaux cytokiniques, les TLRs et les interactions via le CD16.
1I-3-3-3- Les cytokines

En plus de I'activation par le TCR, l'activité des lymphocytes T Vy9V62 est fortement
modulée par des signaux de costimulation fournis par leur environnement. Parmi ces facteurs,
les cytokines de la famille de I'IL-2 (IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21) jouent un rble important

dans I'immunomodulation des lymphocytes T Vy9Vé2.

Les récepteurs de cette famille de cytokines sont des complexes protéiques qui ont en
commun la chaine y (yc) et possédent une ou deux chaines supplémentaires spécifiques de la
cytokine. Ensuite, la transduction du signal s'effectue par les voies de signalisation JAK/STAT=®

(Figure 16).

Figure 16 : Les cytokines de la famille de IIL-2, leurs récepteurs et leurs voies de signalisation. Extrait de 3°.

L'IL-2 est la plus ancienne et la mieux étudiée dans cette famille. Elle agit comme un
facteur de croissance des lymphocytes T, augmente la cytotoxicité des cellules NK et favorise la

production des Ig par les lymphocytes B. Elle régule également la prolifération et I'apoptose des
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cellules T activées3®. In vitro, en combinaison avec un PAg, I'IL-2 induit la prolifération et la
maturation en cellules effectrices des lymphocytes T Vy9V62. In vivo, on observe une forte
expansion des lymphocytes T Vy9V62 chez les primates traités par une combinaison de PAg et

d'IL-2 non retrouvée chez les individus traités au PAg seul'?,

Les équipes des Dr. Fournié et Bonneville ont observé que I'lL-15 favorise également la
prolifération des lymphocytes T Vy9V62 in vitro aprés une stimulation antigénique (données non
publiées,?®). De plus, il a été montré que I'lL-15 joue un réle important dans la différenciation
des Tcv en Tem ou Temra®. D'autres cytokines de la famille de I'lL-2, comme I'IL-7 et I'IL-21, peuvent
induire la prolifération des lymphocytes T Vy9V62 en combinaison avec un PAg, bien que leur
efficacité soit moindre que celle de I'lL-2 2% 124125 De plus, I'lL-21 seule n'a qu'un effet
relativement faible quant a l'activation et l'induction des fonctions effectrices des lymphocytes
T Vy9V&82 activés par un PAg'®. En revanche, en combinaison avec I'lL-2, elle augmente la
polarisation des cellules vers un phénotype effecteur cytolytique et favorise leurs fonctions
anticancéreuses via une production plus forte d'IFN-y et une augmentation de leur capacité de

lyse des cellules tumorales!?4,
11-3-3-4- Les Toll-Like Receptors

Les TLRs 3 reconnaissent les ARN double-brins associés au génome de certains virus'?.
Ces TLRs peuvent également étre activés par des ARNm endogenes libérés par les cellules
nécrotiques (par exemple au sein d'une tumeur solide)'?’. L'équipe de Dieter Kabelitz a montré
gu'une costimulation du TCR V&2 et des TLRs 3 entraine une augmentation de la production
d'IFN-y par les lymphocytes T Vy9V62. De plus, ils ont observé une surexpression de certains
génes impliqués dans la cytotoxicité et dans la production de cytokines (TNF-a) et de chimiokines
(MIP-1a)%28. Il a également été montré qu'une costimulation TCR V82/TLR 2 sur des lymphocytes
T Vy9V&2 augmente de la production de RANTES, d'IFN-y et d'IL-828 et favorise la dégranulation
des lymphocytes T Vy9Vv521%°,

11-3-3-5- Les récepteurs Fc

Les lymphocytes T Vy9Vé2 peuvent exprimer le FcyRIIIA ou CD16A, qui est un récepteur

de basse affinité pour le fragment constant des Ig de type IgG. Ce récepteur, aussi exprimé par
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les cellules NK, est impliqué dans les mécanismes d’ADCC. L'expression du CD16A par les
lymphocytes T Vy9V62 est associée a la différenciation en effecteurs terminaux Temra®. Ces
cellules deviennent réfractaires au signal TCR mais peuvent étre activées par la liaison du CD16A
qui induit une production de TNF-a. Les expériences menées par Lafont et al. suggérent que le
CD16A exprimé par les lymphocytes T Vy9V62 aurait une meilleure affinité pour les 1gG2a que
pour les IgG1, contrairement a celui exprimé par les cellules NK (meilleure affinité pour les IgG1
et les 1gG3). La formation du complexe 1gG-CD16A entraine |'activation des voies p38/MAPK et

MEK/ERK, voies de signalisation impliquées dans la transduction du signal du TCR*3,

L'activation des lymphocytes T Vy9V62 est donc dépendante de nombreux signaux
modulateurs. La connaissance des ligands activateurs et inhibiteurs de ces lymphocytes a permis
d'envisager des stratégies thérapeutiques visant les lymphocytes T Vy9V62 dans le cadre de

traitements de pathologies cancéreuses et infectieuses.

11-4- Propriétés antitumorales des lymphocytes T Vy9Vé2

Le potentiel cytolytique antitumoral des lymphocytes T Vy9V62 humains a été démontré
a la fois in vitro sur des lignées cellulaires de cancers du sein'34, de lymphomes®*'3> ou de

118

carcinome du célon'!® et in vivo sur des souris immunodéficientes xénogreffées avec des cellules

de lymphomes?!3®. Cette activité cytotoxique a aussi été montré ex vivo sur des cellules issues de

138

patients atteints de carcinomes rénaux®®3’, de cancers de la prostate'3® ou encore de myélomes

multiples!4,

La cytotoxicité des lymphocytes T Vy9V62 vis-a-vis de leurs cellules cibles s'exerce via
différents mécanismes d’induction de mort cellulaire. D’'une part, ils sécretent des cytokines pro-
inflammatoires IFN-y et TNF-a et des granules lytiques. lls expriment également des ligands des
récepteurs de mort FasL et TRAIL. Ces facteurs vont cibler directement la cellule tumorale.
D’autre part, les lymphocytes T Vy9V62 peuvent aussi avoir une activité cytotoxique via le

mécanisme d’ADCC.

L'IFN-y est fortement impliqgué dans le contréle du développement tumoral.
Effectivement, des études réalisées chez des souris rendues insensibles a I'IFN-y et exposées a

un agent carcinogéne ont montré que la fréquence et la rapidité de développement des tumeurs

44



INTRODUCTION

sont plus importantes chez ces souris comparées aux souris sauvages*°. De plus, les souris dont
les lymphocytes Ty sont incapables de sécréter de I'lFN-y ont une plus grande susceptibilité au
développement de tumeurs que les souris sauvages. Cela montre que les lymphocytes Tyd sont
une source majeure d'IFN-y nécessaire a la réponse immunitaire antitumorale®, L’IFN-y
posséde plusieurs propriétés antitumorales. Il a une action antiproliférative®4? et
antiangiogénique'®3. En outre, I'IFN-y tient une place importante dans la mise en place des

réponses adaptatives impliquant les lymphocytes Tap!49144,

Le TNF-a posséde deux récepteurs, TNFR1 et TNFR2. Leur activation peut induire
différentes voies de signalisation suivant le contexte cellulaire. Dans la majorité des cas, la liaison
du TNF sur ses récepteurs va conduire a I'activation de genes impliqués dans l'inflammation et
la survie cellulaire, notamment via la voie IKK/NF-kB. Mais lorsque I’activation de NF-kB est
inadéquate, les molécules TNF/TNFR1 activent la voie des caspases (caspases 8 et 3) entrainant

I'apoptose de la cellule cible#.

Les lymphocytes T Vy9Vd2 sécretent également des granules lytiques contenant les
granzymes A, B, M, la perforine et la granulysine!4¢14¢ | 'expression de ces molécules par les T
Vy9V82 est corrélée a leur stade de maturation. En effet, elle est maximale au stade Temga tandis
qu’elle est nulle aux stades Ty et Tew?°. La perforine forme des pores dans la membrane de la
cellule cible. Seule, elle peut donc induire la lyse de la cellule tumorale. Cependant, il semble
gue le mécanisme principal de mort induite par les granules lytiques soit I'apoptose liée a I’action
combinée de la perforine et des granzymes. Les granzymes s’introduisent par les pores
membranaires formés par la perforine et vont induire la mort de la cellule en activant les

caspases ou via des voies caspase-indépendantes3* (Figure 17).
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Figure 17 : Mécanismes de mort cellulaire induite par les granules lytiques. Extrait de 34,

Les ligands des récepteurs de mort comme FasL et TRAIL sont retrouvés a la surface des
cellules cancéreuses et induisent I’AICD (activated-induced cell death) des cellules cibles. FasL
(CD95L) et TRAIL présents sur les T Vy9V62 se lient respectivement a Fas (CD95) et DR4/DR5
(Death Receptor 4/5) et vont engendrer la mort de la cellule tumorale par activation de la voie

des caspases ou de la voie de la mort cellulaire mitochondriale48->0 (Figure 18).
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Figure 18 : Voies de signalisation des ligands et récepteurs de mort. Extrait de 1.

L'ensemble de ces propriétés cytotoxiques, résumé dans la figure 19, fait des
lymphocytes T Vy9V62 des cellules tres importantes dans la réponse immunitaire antitumorale.
C'est une des raisons pour lesquelles les lymphocytes T Vy9V62 représentent une cible

intéressante pour les immunothérapies anticancéreuses.

Figure 19 : Potentiel cytotoxique des lymphocytes T Vy9V52 vis-a-vis des cellules cancéreuses.
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lll- LE MICROENVIRONNEMENT TUMORAL

Pendant des années, les scientifiques ont concentré leurs recherches contre le cancer sur
la cellule cancéreuse elle-méme et les caractéristiques du développement tumoral : potentiel de
réplication illimité, auto-suffisance en facteurs de croissance, échappement a l'apoptose,
résistance aux signaux inhibiteurs de croissance, promotion de I'angiogeneése, invasion tissulaire
et métastase®!. Cependant, il est devenu évident que le microenvironnement tumoral occupent
une place essentielle dans le développement, la progression et la dissémination des tumeurs, si
bien que l'immuno-échappement tumoral émerge aujourd’hui comme une nouvelle
caractéristique du cancer?®?, Parmi les éléments qui constituent ce microenvironnement, on
retrouve des cellules mésenchymateuses, des éléments de la matrice extracellulaire, des
vaisseaux sanguins et des cellules du systéme immunitaire ainsi que de trés nombreux facteurs
solubles (Figure 20). Nous verrons ici les principaux acteurs de ce microenvironnement, leur

fonction au sein de la tumeur et les mécanismes de 'immuno-échappement tumoral.

Figure 20 : Représentation schématique du microenvironnement tumoral. Extrait de 7.

48



INTRODUCTION

I1I-1- Immuno-surveillance antitumorale

Les cellules de I'immunité innée constituent la premiére ligne de défense contre les
pathogeénes et les cellules tumorales. Elles interviennent rapidement et initient la réponse
inflammatoire, puis vont sécréter des cytokines et des chimiokines qui vont permettre le
recrutement des cellules de I'immunité adaptative. Les CPA, principalement les macrophages et
surtout les DCs, vont interagir avec les lymphocytes T pour initier la réponse adaptative

spécifique de I'agent pathogene ou de la tumeur.

I1l-1-1-1- Reconnaissance des cellules tumorales

Pour obtenir une réponse antitumorale efficace, il faut en premier lieu que les cellules de
I'immunité innée distinguent les cellules tumorales des cellules saines et les identifient comme
représentant un danger pour |'organisme. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans cette

reconnaissance (Figure 21)%.

Fiqure 21 : Les mécanismes de reconnaissance des cellules tumorales par le systéme immunitaire. Extrait de 1.
CTL : lymphocytes T cytotoxiques.
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Les DCs et les macrophages, par l'intermédiaire de leur PRR, vont identifier des molécules
transformées sur les cellules cancéreuses. Elles peuvent alors les phagocyter en utilisant leur
récepteur CD36 et les intégrines ayB5. De plus, la nécrose des cellules tumorales libére des
alarmines, telles que les HSP (Heat-Shock Proteins) et des peptides tumoraux qui pourront étre

endocytés par I'intermédiaire des récepteurs scavengers comme CD91 présents sur les CPALL,

D’autres cellules immunitaires, comme les cellules NK et les lymphocytes Tyd, peuvent
identifier directement les cellules cancéreuses, par I'intermédiaire des molécules de stress
cellulaire comme MICA, MICB et les molécules ULBPs. De plus, les cellules NK et les lymphocytes
Tyd exprimant des récepteurs KIR peuvent détecter la diminution de I'expression du CMH de
classe | sur les cellules cancéreuses, phénomeéne fréquent lors de la transformation des cellules
saines en cellules tumorales. Dans le cas des lymphocytes Ty, rappelons aussi que certaines
cellules cancéreuses peuvent produire de grandes quantités d’IPP qui vont activer les

lymphocytes T Vy9Vv§264°7.153,

De leur c6té, les lymphocytes T CD4 et T CD8 et les cellules NKT ont besoin d’interagir
avec une CPA qui va leur présenter les Ags tumoraux par les molécules du CMH. Au cours de
cette interaction, la CPA va aussi fournir les signaux de costimulation nécessaires a leur

activation, par I'intermédiaire des molécules CD80 et CD86 (B7-1 et B7-2), et CD40*15>,

Les lymphocytes B sont activés lorsqu’ils rencontrent leur Ag spécifique, sans nécessité
de présentation par les molécules du CMH. Certains Ags dits thymo-dépendants enclenchent un
mécanisme qui requiert une interaction avec les lymphocytes Th2 pour que le lymphocyte B soit
réellement activé. Le complexe Ag-BCR est internalisé puis I’Ag est digéré et est présenté a la
surface du lymphocyte B aux lymphocytes Th2 par des molécules du CMH de classe Il. Les
lymphocytes B peuvent donc étre des CPA. Cette interaction est renforcée par le complexe CD40-

CD4O0L, et par la sécrétion d’IL-4 par les lymphocytes Th2”.
IlI-1-1-2- Dynamique de la réponse immunitaire antitumorale

L'ensemble des mécanismes présentés ici sont illustrés dans la figure 22.
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Figure 22 : Action coordonnée des cellules de I'immunité innée et adaptative dans la réponse immunitaire
antitumorale. Modifiée a partir de 2.

Dans un premier temps, les lymphocytes Tyd et les cellules NK vont identifier les cellules
tumorales et étre activés a leur contact. lls vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires de
type IFN-y et TNF-a et les granules lytiques contenant de la perforine et des granzymes. La
sécrétion de ces molécules, associée a 'engagement des récepteurs de mort par FasL et TRAIL,

entraine la mort des cellules cancéreuses®1°7

Parallélement, les DCs et les macrophages de type M1 vont phagocyter les cellules

tumorales participant ainsi a I’élimination de la tumeur®8,

Dans le méme temps, les granulocytes vont aussi intervenir dans la réponse
inflammatoire. Il est reconnu que les éosinophiles et les neutrophiles produisent de nombreux
facteurs pouvant étre impliqués dans le développement et la progression tumorale ainsi que
dans I'angiogenese. Cependant, de plus en plus de preuves montrent qu’ils peuvent aussi
intervenir dans la réponse antitumorale!®1€, Les neutrophiles expriment TRAIL et FasL et
produisent des espéces réactives de |'oxygéne (ROS) qui vont induire la mort directe des cellules

tumorales. De plus, au contact des cellules tumorales, ils sécrétent de nombreuses cytokines et

51



INTRODUCTION

chimiokines comme le TNF-a, IL-18, CXCL8, CXCL1 et CCL3, qui sont impliquées dans |’'apoptose,
le recrutement et I'activation des autres cellules du systéme immunitaire'>161, Quant a eux, les
éosinophiles sécretent une trés grande quantité de granules lytiques contenant de la MBP
(Major Basic Protein) ou I'EPO (eosiniphil peroxidase) cytotoxiques pour les cellules cancéreuses,
ainsi que des ROS. lIs expriment le CMH Il et les molécules de costimulation CD80, CD86 et CD40
et peuvent donc servir de CPA pour les lymphocytes T. Enfin, ils produisent aussi des cytokines
et des chimiokines caractéristiques des réponses immunitaires Thl comme I'lL-2, I'lL-12 et

VIFN-y26,

Dans un second temps, les CPA, DCs et macrophages en téte, vont présenter les Ags
tumoraux aux lymphocytes T afin d’initier la réponse immunitaire adaptative, en provoquant
I’expansion clonale et 'activation des lymphocytes T CD4 et T CD8 spécifiquement réactifs aux

Ags de la tumeur!>6157,162,

La fonction principale des lymphocytes T CD4 au cours de la réponse antitumorale est la
sécrétion de cytokines : IL-2, IFN-y et TNF-a pour les lymphocytes Thl et IL-4, IL-5, IL-13 pour les
lymphocytes Th2163, Certaines cytokines, comme le TNF-a ou I'IFN-y, ciblent directement les
cellules cancéreuses'*?14>, Les lymphocytes T CD4 interviennent également dans I’activation des
cellules cytotoxiques et des lymphocytes B, grace a I’expression de molécules de costimulation®”.
L'interaction CD40-CD40L permet d’augmenter I'expression des molécules du CMH | et Il sur les
DCs, ce qui permet une meilleure activation des CTLs!®*. Cette interaction est aussi impliquée
dans la maturation des lymphocytes B en plasmocytes'®. De plus, I'IL-2 et I'IFN-y sont des
sighaux de costimulation impliqués dans la différenciation et I’activation des cellules NK et des
CTLs. De leur coté, les cytokines de type Th2 participent au recrutement et a I'activation des

granulocytes et des lymphocytes B158162,

Les CTLs, activés par des CPA, expriment TRAIL, produisent des cytokines comme I'l[FN-y
et des granules lytiques contenant de la perforine et du granzyme B. lls ont donc un effet

cytolytique direct sur les cellules tumorales?>8166

Les lymphocytes NKT sont activés au contact des CPA qui leur présentent un Ag
glycolipidique par la molécule CD1d et leur délivrent des signaux de costimulation via le CD40 et

la sécrétion d’IL-12. Les lymphocytes NKT activés interviennent dans la réponse antitumorale via
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deux mécanismes. D’une part, ils sécretent de I'lFN-y et de I'lL-4 et vont donc aider a I’activation
des autres cellules du systeme immunitaire. D’autre part, certains lymphocytes NKT expriment
les molécules TRAIL et FasL, et vont donc avoir une action cytotoxique directe sur les cellules

tumorales?®.

Lorsqu’ils sont activés aprés rencontre avec leur Ag spécifique, les lymphocytes B vont
eux aussi subir une phase d’expansion clonale puis se différencier en lymphocytes B mémoires
ou cellules productrices d’Ac, les plasmocytes. Les Ac produits par les plasmocytes et dirigés
spécifiquement contre les cellules tumorales peuvent avoir un effet cytotoxique direct (selon la
cible de I’Ac) et indirect. L'effet indirect est lié a I'activation des mécanismes d’opsonisation, de
la cytotoxicité cellulaire dépendante du complément (CDC) et d’ADCC, impliquant notamment
les cellules NK et les lymphocytes Ty61>7, Cependant, les preuves d’une réelle implication de

la réponse humorale dans I'immuno-surveillance du cancer restent minces.

I11-2- Immuno-édition tumorale et immuno-échappement

I11-2-1- Théorie de 'immuno-édition des tumeurs

La théorie de lI'immuno-surveillance n’explique pas comment la tumeur peut se
développer en échappant au contréle du systéme immunitaire et devenir cliniqguement
apparente. Le concept d'immuno-édition de la tumeur a été formulé par Robert Schreiber au
début des années 2000 pour expliguer comment le systéme immunitaire faconne la tumeur au
cours de son développement, en ayant tour a tour un réle protecteur ou un réle promoteur de
tumeur#167_Selon cette théorie, les mécanismes responsables de ces altérations tumorales ont
lieu tant au niveau de la cellule cancéreuse elle-méme qu’au niveau des autres éléments du
microenvironnement tumoral. lls se déroulent en trois phases distinctes suivant la nature des
évenements qui se déroulent, le moment auquel ils surviennent, le type de cellules immunitaires
impliquées et la nature des Ags spécifiques exprimés a la surface des cellules transformées. La
premiere phase, I'élimination de la tumeur par le systeme immunitaire, correspond a I'immuno-
surveillance. Puis arrive la phase d’équilibre ou le développement de la tumeur va subir une

phase de latence et ol va se dérouler I'immuno-édition de la tumeur. Enfin, survient la phase
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d’'immuno-échappement tumoral ou la tumeur va reprendre sa croissance et va devenir

cliniquement apparente?3%4* (Figure 23).

Figure 23 : Les trois phases de « I'immuno-édition » du cancer. Extrait de 3,
IDO : indoléamine 2,3-dioxygénase ; SMICA/B : soluble MICA/B ; ARG1 : arginase 1 ; FLIP : FLICE (FADD-like IL-1B-
converting enzyme)-inhibitory protein.

IlI-2-2- Phase d’équilibre et immuno-édition des cellules cancéreuses

Durant la phase d’élimination, les cellules cancéreuses sensibles a I'action du systeme
immunitaire sont détruites. Mais certains clones tumoraux résistants vont émerger

progressivement.

La phase d’équilibre commence lorsque la tumeur entre « en dormance », une phase de
latence durant laquelle elle ne va plus progresser car elle est gardée sous contréle du systéme
immunitaire. Durant cette période se déroulent les mécanismes d’immuno-édition. Sous la

pression de sélection exercée par le systeme immunitaire sur les cellules tumorales, ces
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derniéeres vont se transformer et acquérir des caractéristiques qui leur permettent de résister
aux cellules immunitaires. Comment se déroule I'immuno-édition des cellules tumorales ?
Plusieurs études ont apporté des réponses quant a ces mécanismes mais ils restent encore
largement inconnus faute de modeéles d’étude appropriés. Par exemple, une étude a été menée
sur un patient atteint d’un mélanome exprimant les Ags NY-ESO-1, MAGE-C1 et Melan-A sur la
tumeur primaire. Ce patient a été traité par un vaccin thérapeutique ciblant NY-ESO-1. Lors du
suivi clinique du patient en rechute, les tumeurs néoformées se sont révélées négatives pour
NY-ESO-1, alors gu’elles exprimaient MAGE-C1, Melan-A et CMH I. Cette étude montre que le
processus d'immuno-édition des tumeurs peut aussi étre une conséquence des

immunothérapies anticancéreuses'’3,

A I’équilibre, les lymphocytes T CD8, Ty et les cellules NK sont trés présents dans le
microenvironnement mais quelques cellules avec une action immunosuppressive comme les
lymphocytes Tregs et les MDSCs vont aider au maintien des cellules tumorales’®. A ce stade,
deux cytokines jouent un réle trés important dans le maintien de I’équilibre : I'lL-12 qui favorise
I’élimination de la tumeur et I'lL-23 qui favorise la persistance tumorale. En revanche, I'IL-4, I'IL-

17, le TNF et les IFN-a/B ne semblent pas impliqués'’®.

A l'issue de cette phase d’équilibre, de plus en plus de clones résistants vont se
développer jusqu’a ce que le systtme immunitaire soit débordé et ne soit plus capable de
contréler I'expansion des cellules cancéreuses. La tumeur entre alors dans sa phase d’immuno-

échappement, durant laguelle se met en place le microenvironnement immunosuppresseur.
1lI-2-3- L'immuno-échappement tumoral

L'échappement des cellules tumorales au systeme immunitaire résulte a la fois d’un
ensemble de transformations se déroulant dans les cellules cancéreuses et d’une modification

profonde du microenvironnement tumoral. Ces mécanismes sont résumés dans la figure 24.
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Figure 24 : Mécanismes responsables de I'immuno-échappement tumoral. Extrait de 23.

111-2-3-1- Altérations survenant sur les cellules cancéreuses

La cellule tumorale déploie de nombreux moyens afin d’acquérir une résistance au
systeme immunitaire. Nous avons déja évoqué la modification de I'expression des Ags de
tumeurs. Ceci peut s’accompagner d’une diminution de I'expression des molécules du CMH de
classe | ou des molécules de costimulation qui empéche I'activation des cellules cytotoxiques?3.
L’expression des molécules de stress MICA et MICB diminue également, rendant la tumeur

invisible au systéeme immunitaire’417>,

Les cellules cancéreuses peuvent aussi se protéger via I’expression de formes mutées des
récepteurs de mort DR5 et Fas'’®’7 ou au contraire, augmenter |'expression de molécules,
comme FLIP (Flice-like Inhibitory Protein), responsable d’une résistance a I'apoptose induite par
Fas!’® (Figure 18). Elles peuvent aussi augmenter I’expression de molécules pro-survie comme la

molécule anti-apoptotique Bcl-217°,

56



INTRODUCTION

A leur surface, les cellules cancéreuses surexpriment les ectonucléotidases CD39 et CD73
qui vont convertir I’ATP extracellulaire, molécule de danger, en adénosine qui elle est
immunosuppressive®181 Elles expriment aussi PD-L1 (Programmed cell death-ligand 1), qui agit
sur son récepteur PD-1 (Programmed cell death-1) en inhibant I'activation et les fonctions des
lymphocytes T'82-184 D’autres molécules telles qu’IDO (indoléamine 2,3-dioxygnase)*®> et TDO
(tryptophan  2,3-dioxygénase)'®, qui convertissent le tryptophane en kynurénines
immunosuppressives, sont également impliquées dans I'immuno-échappement. Ceci crée une
déplétion en tryptophane, élément essentiel pour la prolifération et la survie des lymphocytes T
CDA4. Les galectines 1, 3 et 9 sont également impliquées en diminuant I'activité et la survie des
lymphocytes T et en stimulant 'angiogenése’®’. Enfin, les cellules tumorales sécrétent tout un
panel de facteurs solubles comme du VEGF, du TGF-B, de I'lL-6 et de I'lL-10 qui sont inductrices
d’angiogenése!®. L’IL-6 participe au maintien de I'état inflammatoire au sein de la tumeur, ce
qui favorise le recrutement de cellules immunosuppressives. Quant a lui, le TGF- est essentiel
dans le maintien de la tolérance périphérique par les lymphocytes Tregs. Il posséde un effet
immunosuppresseur sur les DCs, les macrophages, les cellules NK, les lymphocytes Tap et Tyé. Il
agit tant sur la prolifération et la différenciation que sur les fonctions effectrices de ses cellules
cibles. De méme, I'lL-10 bloque I'activation et les fonctions des DCs et des macrophages, ainsi
gue des lymphocytes T CD4 et Tyb. L’IL-10 est aussi un facteur diminuant I'expression du CMH

de classe 123162185
I1I-2-3-2- Modification du microenvironnement tumoral

Les cellules tumorales sont capables de recruter et de moduler les fonctions d’un
ensemble de cellules stromales et immunitaires régulatrices qui vont inhiber les cellules
effectrices antitumorales tout en favorisant I'angiogenese et en maintenant un état

inflammatoire propice au développement tumoral.

Parmi les cellules stromales immunosuppressives, on peut citer les fibroblastes associés
aux tumeurs (CAFs) qui ont a la fois une fonction pro-angiogénique et immunosuppressive. lls

sécrétent du VEGF, la métallo-protéase MMP-9, du TGF-B et de I'IL-68°,

Les cellules souches mésenchymateuses (MSCs) ont aussi un role important dans le

microenvironnement de la tumeur. Elles ont une action immunosuppressive sur les lymphocytes
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TaP et Tyd et les cellules NK en inhibant leur activation, leur prolifération et leurs fonctions
effectrices. Elles inhibent également la différenciation des DCs. Les MSCs agissent par contact et
par la sécrétion de facteurs immunosuppresseurs tels que le TGF-B, I'lL-10, IDO et la PGE-2
(prostaglandine E2). Cette derniére agit sur les DCs en bloquant leur activation et leur
maturation et sur les cellules NK et les lymphocytes T en bloquant leurs fonctions effectrices

antitumorales!®.

Les lymphocytes T régulateurs (Tregs) sont nombreux dans le microenvironnement
tumoral et sécretent de grandes quantités de TGF-B et d’IL-10. lls expriment aussi
constitutivement la molécule CTLA-4 qui est impliquée dans leur activité immunosuppressive®.
CTLA-4 est exprimé sur tous les lymphocytes T activés et permet, en condition physiologique, de
limiter leur suractivation. Pour cela, CTLA-4 se lie aux molécules de costimulation CD80/CD86

avec une plus forte affinité que CD28 et délivre un signal inhibiteur aux lymphocytes T2,

Les Myeloid-Derived Suppressor Cells, MDSCs, sont des cellules hétérogenes et
immatures qui ont une activité suppressive sur les cellules immunitaires antitumorales. Elles
expriment fortement deux enzymes qui ont pour substrat la L-arginine : iNOS et I'arginase 1.
iNOS géneére de I'oxyde nitrique qui inhibe les voies JAK/STAT dans les lymphocytes T et induit
leur apoptose. L'arginase 1 surexprimée crée une déplétion de la L-arginine dans
I’environnement des lymphocytes T, ce qui bloque leur prolifération. De plus, les MDSCs
sécretent des ROS qui altérent les molécules de surface de lymphocytes T. Ces mécanismes sont,
pour la plupart, contact-dépendants. Elles ont aussi un effet inducteur sur les lymphocytes Tregs

via la sécrétion de TGF-B*°L.

Nous avons vu que plusieurs facteurs du microenvironnement inhibent la maturation des
DCs, ce qui se traduit par un défaut de présentation des Ags aux lymphocytes T et une diminution
de l'expression de molécules de costimulation. Ces DCs immatures sont elles-mémes
immunosuppressives puisqu’elles induisent I'anergie des lymphocytes T et la tolérance

tumoralel®®,

Pour finir, les macrophages associés aux tumeurs ou TAMs sont eux aussi des
composants essentiels dans le microenvironnement des tumeurs. Ce sont des macrophages de

type M2 qui sécretent de I'IL-10 et du TGF-B et aussi des chimiokines anti-inflammatoires. Ils
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sécretent aussi de nombreux facteurs de croissance comme le VEGF et le FGF (fibroblast growth

factor) et des métalloprotéases MMP-2 et MMP-9, inductrices de I'angiogenése®®.

Le microenvironnement tumoral est un milieu trés hétérogéne qui possede une évolution
dynamique au cours du temps. Dans la phase d'immuno-échappement, de nombreux facteurs
immunosuppresseurs vont inhiber la réponse antitumorale, y compris I'action des lymphocytes
Ty6. D’autres facteurs sont présents dans ce microenvironnement et n‘ont pas encore été
évoqués ici, les alarmines. Ces molécules, définies comme des signaux de danger, peuvent avoir
une influence considérable sur le systeme immunitaire. C'est le cas notamment de

I'interleukine-33, ou IL-33, que nous allons développer dans le chapitre suivant.
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IV- L'INTERLEUKINE 33

L'interleukine-33, ou IL-33, est une cytokine atypique du fait de sa dualité de fonctions a
la fois intracellulaires et extracellulaires. Elle a tout d’abord été découverte par le groupe de
Jean-Philippe Girard comme un facteur nucléaire préférentiellement exprimé dans les High
Endothelial Venules (HEV) et nommée en conséquence NF-HEV?*°, Elle a été redécouverte par la
suite comme étant le ligand du récepteur orphelin de la famille de I'lL-1 ST2 (IL-1R4) et
renommée IL-33%2%0, Elle appartient donc aux cytokines de la famille de I'IL-1. Elle a la propriété
de fonctionner comme une alarmine?? (Figure 25) et pourrait par conséquent jouer un rdle dans
le processus de mort immunogénique, comme la protéine HMGB1 (High Mobility Group Box 1).
L’IL-33 est d’ailleurs naturellement présente dans le microenvironnement tumoral, exprimée par
les cellules endothéliales des vaisseaux classiques et des HEV2>°261.262 | es cytokines de la famille
de I'lL-1, et notamment I'IL-33, activent des voies de signalisation trés proches de celles des TLRs
et ont une forte influence dans la différenciation et I'activation des cellules du systeme
immunitaire?®3. Actuellement, I'lL-33 est connue essentiellement pour son réle inducteur de
réponse immunitaire de type Th2, mais de plus en plus d’évidences montrent qu’elle peut

également induire des réponses cellulaires de type Th12%4,

Figure 25 : L’IL-33 est un agoniste de la famille de cytokines de I'IL-1 qui possede les propriétés d’une alarmine.
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IV-1- L’IL-33 : alarmine et cytokine de la famille de I’IL-1

IV-1-1- L’IL-33 est une alarmine
IV-1-1-1- La mort cellulaire immunogénique

Au début des années 1990, la théorie prédominante concernant le fonctionnement du
systeme immunitaire se basait sur le principe de la distinction entre le soi et le non-soi infectieux,
selon le modéle de Charles Janeway?®. Ce postulat propose que cette discrimination entre le soi
et les agents infectieux soit réalisée par les CPA via la reconnaissance des PAMPs par les TLRs.
Cependant, cette théorie ne peut expliquer la mise en place de la réponse antitumorale, les
réactions de rejet de greffe ou toute réaction inflammatoire stérile par extension. En 1994, pour
pallier ces lacunes, Polly Matzinger propose une nouvelle hypothese selon laquelle le systeme
immunitaire ne se base pas sur la distinction du soi/non-soi infectieux mais sur 'identification
de signaux de danger émis par des cellules endommagées lorsqu’elles sont exposées a des
agents pathogeénes, des toxines ou des traumatismes mécaniques?®. Ces signaux d’alarme, les
DAMPs, peuvent étre exprimés de maniére constitutive ou inductible. Ils peuvent étre
intracellulaires ou sécrétés ou encore étre des constituants de la matrice extracellulaire. lls ne
seraient pas accessibles au cours d’un processus d’apoptose ou la cellule est endocytée avant
de se désintégrer mais seraient libérés avec le contenu cellulaire lors de la mort nécrotique?®’.
Nous savons aujourd’hui que ces deux théories sont incomplétes en tant que telles et que le
fonctionnement du systéme immunitaire impligue une combinaison de ces deux hypothéses.
Néanmoins, la théorie du danger pose les bases du concept de la mort immunogénique, qui

prévoit que le type de mort cellulaire détermine la réponse immunitaire qui en découle?®’.

Quels sont donc les éléments requis pour que la mort cellulaire soit immunogénique ?
Aujourd’hui, le paradigme concernant la mort immunogénique énonce que l|'apoptose,
processus de mort cellulaire physiologique, induit une séquestration des DAMPs et
subséquemment une tolérance du systéeme immunitaire tandis que la nécrose, non

physiologique, permet la libération des DAMPs responsables de I'immunogénicité de la mort268,

Cependant, cette dichotomie n’est pas absolue puisque dans certains cas, I'apoptose

peut entrainer une réponse immunitaire. En effet, Casares et ses collaborateurs ont été les
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premiers a mettre en évidence une possible immunogénicité de la mort apoptotique, survenant
lors de traitements par chimiothérapie. lls ont montré que seules certaines chimiothérapies
comme les anthracyclines, et notamment la doxorubicine, peuvent induire une réponse
antitumorale spécifigue et durable dans le temps avec un réel effet de vaccination
thérapeutique?®®. Depuis, le groupe de Laurence Zitvogel en particulier s’est attaché a étudier
les signaux émis par les cellules cancéreuses mourantes apres traitement par chimiothérapie
induisant une activation du systéme immunitaire?®®. L’émission de ces signaux est définie dans

le temps et dans I'espace de maniére précise (Figure 26)%.

Figure 26 : Cascade événementielle de la mort cellulaire immunogénique. Extrait de °.

Peu de thérapies anticancéreuses connues a ce jour induisent cette cascade
évenementielle de la mort immunogénique. Elles incluent certaines radiothérapies, le
cyclophosphamide (agent alkylant de I’ADN), les anthracyclines dont la doxorubicine,

I'oxaliplatine et le mitoxantrone?”°,

Les DAMPs ayant pour fonction d’alarmer le systeme immunitaire en cas de danger, le

terme alarmine a été proposé pour désigner ces molécules. Donc, on peut dire que les DAMPs
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regroupent tous les signaux de danger, classés en deux catégories selon leur origine : les
molécules d’origine exogéne infectieuse sont des PAMPs, et celles d’origine endogéne sont des

alarmines?’1.

IV-1-1-2- Définition des alarmines

Le terme alarmine a été proposé en 2006 par Joost Oppenheim pour désigner les
molécules endogenes qui signalent des dommages tissulaires ou cellulaires. Pour étre qualifiée

d’alarmine, une molécule doit répondre a des critéres précis?’* :

Elle doit étre rapidement libérée lors d’'une mort cellulaire non programmée mais pas

par les cellules apoptotiques dans lesquelles elle reste séquestrée ;

— L'expression et la sécrétion de cette molécule doivent aussi pouvoir étre induites dans
les cellules du systéme immunitaire sans qu’elles meurent, généralement en utilisant
des voies de sécrétion non classiques ou via la voie de sécrétion réticulum
endoplasmique/appareil de Golgi ;

— La molécule recrute et active les cellules de I'immunité innée qui expriment son
récepteur, y compris les DCs, et donc de maniére directe ou indirecte elle doit
favoriser I'immunité adaptative ;

— Elle doit aider a restaurer I’'hnoméostasie en favorisant la cicatrisation des tissus qui ont

été endommagés soit par I'agression initiale, soit par I'inflammation qui en a résulté.

La table 3 présente une liste non exhaustive des alarmines et leurs impacts physiologiques
et pathologiques. De toutes les alarmines connues, la molécule HMGB1 est celle qui regroupe le

plus grand nombre de ces critéres et représente le prototype de cette famille de molécules?’"

273
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Table 3 : Les alarmines, leurs fonctions physiologiques et leurs réles en physiopathologie. Extrait de 3°.
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Comme HMGB1], I'lL-33 rassemble toutes les caractéristiques nécessaires pour étre qualifiée

d’alarmine (Figure 27) :

Figure 27 : L’IL-33 posséde les caractéristiques d’une alarmine. Extrait de 12,

— Stockée sous forme active dans le noyau des cellules, elle est rapidement libérée lors de
la mort par nécrose, mais est inactivée par la caspase 1 et séquestrée dans les cellules
lors de 'apoptose?’*;

— Elle est constitutivement exprimée dans les monocytes humains du sang circulant?’> et
son expression peut étre induite dans les monocytes, les DCs et les macrophages par des

molécules inflammatoires comme le LPS 275277 ;
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— Son récepteur spécifique ST2, exprimé par de nombreuses cellules immunitaires, est
impliqué dans les réponses de type Th2 et Th1%°;
— Elle participe également a I’homéostasie tissulaire?’®, notamment en facilitant la

guérison de lésions survenues a la suite d’une infection?’® ou d’un traumatisme?°,
IV-1-1-3- Dualité d’action des alarmines en cancérologie : exemple d’HMGB1

Plusieurs études montrent que I'expression des alarmines est modifiée dans les
cancers®30281.282 || en ressort que les alarmines ont souvent une action a double tranchant,
ayant parfois des effets pro- ou antitumoraux?®'?®3, Prenons lI'exemple de I'HMGB1

extracellulaire qui illustre tout a fait ces actions opposées.

L'action pro-tumorale la plus marquante d’"HMGB1 est sa capacité a promouvoir la néo-
angiogenése. Lorsque la tumeur se développe, une zone ischémique puis nécrotique apparait en
son centre. La nécrose des cellules tumorales entraine I'arrivée des macrophages pour
« nettoyer la zone ». Ces événements provoquent une libération progressive d’HMGB1 dans la
tumeur, qui en sa qualité de DAMP, va avoir une action pro-inflammatoire et pro-angiogénique
pour favoriser le retour a I’homéostasie’®?®428>. HMGB1 recrute et active la mitose et la
différenciation des cellules endothéliales. HMGB1 active aussi la sécrétion par les macrophages

et les cellules endothéliales de facteurs pro-angiogéniques tels que le VEGF ou I’IL-8 18284285,

L'autre aspect de I'activité d’'HMGB1 concerne sa capacité a promouvoir la réponse
immunitaire antitumorale?®3. Comme nous I'avons vu précédemment, HMGB1 est un acteur
essentiel dans la cascade de la mort immunogénique. |l engage son récepteur TLR4 sur les DCs
et donc facilite la présentation des Ags tumoraux aux lymphocytes T CD4 et T CD8%8:2%7_ En
I'absence d’HMGB1, les anthracyclines et I'oxaliplatine ont une efficacité réduite pour

I'induction de la réponse immunitaire spécifique antitumorale??’.

Il est donc évident que le role joué par HMGB1 dans la tumeur dépend du contexte dans
lequel se trouve la dite tumeur : si le développement tumoral suit son cours sans perturbation,
HMGB1 aura un réle pro-tumoral ; si la tumeur est massivement agressée par une thérapie
anticancéreuse élicitant la mort immunogénique, HMGB1 sera essentiel pour la réponse

immunitaire antitumorale (Figure 28). HMGB1 partage de nombreuses caractéristiques
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fonctionnelles avec I'lL-33. Il est donc possible d’imaginer que I'lL-33 soit impliquée dans le

phénomeéne de mort immunogénique.

Figure 28 : Dualité d’action d’HMGBI extracellulaire sur les tumeurs. Extrait de *8.

IV-1-2- L’IL-33, membre de la famille de I'IL-1

La famille de I'lL-1 (IL-1F) est une famille de cytokines étendue qui joue un réle trés
important dans les réactions inflammatoires et pouvant affecter quasiment tout I'organisme.
Elle comporte aussi tout un panel de récepteurs qui permettent la transduction du signal ou au
contraire, régulent négativement I’action des cytokines. Toutes les cellules immunitaires innées
expriment et/ou sont modulées par les cytokines de la famille de I'IL-1. En effet, les récepteurs
de I'lL-1F et les TLRs possédent une analogie structurale et activent des voies de signalisation
similaires voire identiques. De plus, les cytokines de I'lL-1F exercent des fonctions adjuvantes

dans les réponses immunitaires adaptatives?9288,
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IV-1-2-1- Structure générale

L’'IL-1F comporte sept ligands avec une activité agoniste pro-inflammatoire : IL-1q, IL-1pB,
IL-18, IL-33, IL-360, IL-36B, IL-36y et une cytokine anti-inflammatoire, I'lL-37. Ces ligands sont
d’abord synthétisés sous forme de précurseurs intracellulaires puis seront clivés par des
enzymes, différentes selon le précurseur, pour obtenir la forme active de la cytokine (ou une
forme avec une bioactivité plus importante). lls sont divisés en trois sous-familles selon la
longueur de leur pro-domaine situé avant la partie N-terminale?%?8°, Tous les membres de I'lL-1F
possedent une séquence consensus située 9 acides aminés en aval de I'extrémité N-terminale.
Elle est de type A-X-D, ol A est un acides aminés aliphatique : leucine, isoleucine ou méthionine ;
X est un acides aminés indifférent et D est 'acide aspartique?®. Le motif A-X-D joue un rdle
important dans la structure 3D des formes actives des cytokines de I'IL-1F. Effectivement,
I’élimination des acides aminés situés en avant de I'extrémité N-terminale permet au premier

feuillet B commun a tous les membres de la famille de pouvoir se former?2® (Figure 29).

Figure 29 : Ligands et récepteurs de la famille de I’IL-1. Extrait de %°.
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Structure protéique de I'lL-33

Le gene codant pour I'lL-33 se situe sur le chromosome 9 chez I’'Homme, 19 chez la souris.
Deux transcrits du géne sont retrouvés chez la souris, IL-33a et IL-33b qui different dans la partie
5’ mais codent pour la méme protéine. Comme les autres cytokines de la famille de I'IL-1, I'lL-33
est synthétisée sous une proforme, ou forme longue de 270 acides aminés (aa) chez 'Homme
(266 aa chez la souris) avec un poids moléculaire d’environ 30 kDa. Un variant plus court ne
possédant pas I'exon 3 a été identifié, ce qui correspond a une délétion dans la partie
N-terminale de 42 acides aminés (Arg74-Gly115) comprenant le site potentiel de clivage par la
caspase 1. Malgré cette délétion, ce variant de I'lL-33, splL-33, est tout a fait capable d’activer
les voies de signalisation en aval de ST22°°, La stimulation de kératinocytes humains normaux
par du TNF-a at de I'lFN-y induit la production de la forme longue de I'lL-33 et de formes plus

courtes de 20 et 25 kDa?%.

L'IL-33 comporte une séquence d’adressage au noyau non classique dans sa partie
N-terminale (aa 1 a 75) qui contient un homéodomaine non conventionnel de liaison a I’ADN
« helix-turn-helix » avec deux hélices a et un domaine de liaison a la chromatine entre les acides
aminés 40 et 58. La séquence d’acides aminés 65-270, dans laquelle se trouvent les deux sites
de liaison au récepteur ST2, constitue le domaine « IL-1-like », responsable de I'activité

cytokinique extracellulaire3? (Figure 30).

Figure 30 : Structure tri-dimensionnelle de I'lL-33 et de la chaine a de son récepteur, ST2. Extrait de 32.
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IV-1-2-2- Récepteur activateur et voies de signalisation

Le récepteur de [I'IL-33 se compose de deux chaines formant un complexe
hétérodimérique : ST2L (forme membranaire du récepteur ST2) et IL-1RAcP (RAcP = Receptor
Accessory Protein). Ces chaines sont caractérisées par 3 domaines « Ig-like » extracellulaires et
posseédent des domaines Toll/Interleukin-1 receptor (TIR) intracellulaires essentiels pour la
signalisation (Figure 29). L'IL-33 se fixe d’abord sur ST2L, ce qui entraine le recrutement
d’IL-1RACP. Ensuite, la transduction du signal se fait via la protéine adaptatrice MyD88, comme
pour les autres ligands agonistes de I'IL-1F et pour les TLRs. Ceci explique la similitude des
réponses observées lors de |'activation des récepteurs de I'lL-1F et des TLRs. Les voies de
signalisation activées en aval, impliquant NF-kB, JNK, p38 et ERK sont impliquées dans la survie,

la croissance et la différenciation cellulaire ou encore I"apoptose?®? (Figure 31).

Figure 31 : Voies de signalisation des cytokines de la famille de I'IL-1.
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IV-2- Production et libération de I'IL-33

IV-2-1- Localisation tissulaire

L’ARNm de I'lL-33 est trouvé dans de nombreux tissus chez I’'Homme et la souris?®°,

principalement dans les cellules musculaires lisses quiescentes ou activées, les fibroblastes
dermiques et cardiaques®®?, les cellules endothéliales quiescentes?®®2%* et dans les tissus
inflammés?%>2%,_ || est fortement exprimé dans les HEVs des organes lymphoides secondaires.
Ces vaisseaux sont particulierement présents dans les zones T et dans les zones bordants les
follicules contenant les lymphocytes B et font office de porte d’entrée pour les lymphocytes T et
B lors de leur extravasation. Les vaisseaux de type HEVs peuvent aussi étre retrouvés dans des
tissus non lymphoides chroniquement inflammés comme dans I'épithélium intestinal dans la

maladie de Crohn?>°.

Chez 'Homme, I'lL-33 est constitutivement exprimée dans les cellules endothéliales des
grands et petits vaisseaux dans les tissus sains ainsi que dans les HEVs et les fibroblastes
réticulaires dans les zones interfolliculaires T des amygdales saines. Elle est également tres
présente dans le noyau des cellules exposées a I'’environnement comme les kératinocytes, les
cellules épithéliales de I'estomac ou les glandes salivaires. On la retrouve aussi abondamment
exprimée dans certaines tumeurs solides comme dans le rein, I'estomac, le foie, le pancréas?®!

et dans les ganglions de patients atteints d’hémopathies malignes (Loic Ysebaert, données non

publiées).

Chez la souris, elle est fortement exprimée dans les barrieres épithéliales des tissus du
vagin, de la peau, des poumons, de lI'estomac et des glandes salivaires. En revanche,
contrairement a I'Homme, elle n’est pas présente systématiqguement dans les cellules
endothéliales. Elle est exprimée dans certains organes comme le foie et les alvéoles pulmonaires
en cas d’inflammation locale?®’. Son expression peut étre induite dans les cellules sous I'effet

d’une exposition aux rayonnements UV?°8 ou d’un stress biomécanique?®3.
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IV-2-2- Obtention des formes matures de I'IL-33

L’IL-33 est active sous sa proforme?®®. Cependant, elle peut étre clivée par des enzymes

qui permettent d’obtenir des formes matures avec une bioactivité plus puissante.

Il ainitialement été proposé que I'lL-33 puisse étre clivée par la caspase 1 pour aboutir a
sa forme mature?®®. Néanmoins, il a été montré par la suite que le clivage par la caspase 1 se
produit dans le domaine « IL-1-like » et conduit a I'inactivation de I'lL-33. C’est ce phénomene
qui se produit durant I'apoptose et empéche son immunogénicité?®>3%, Les caspases 3 et 7

donnent aussi des produits de clivages inactifs30%:301,

La forme mature de [I'IL-33 peut étre obtenue par l'‘action de la calpaine
(1L-33112-270)%°%3%2, D’autres protéines sont capables de cliver I'lL-33 in vivo, dont les sérine-
protéases, élastase et cathepsine G exprimées par les neutrophiles activés. Ces protéases
généerent des formes matures de I'IL-33 de différentes longueurs (IL-3395-270, 1L-3399-270, IL-33100-
270) qui sont environ 10 fois plus actives in vitro que la forme longue de I'IL-333%, Les mastocytes
sécretent également des sérine-protéases, chymase et tryptase, qui transforment la forme
longue de I'lL-33 en formes matures (IL-3395-270, 1L-33107-270, IL-33109-270)3%*. La figure 32 résume

les processus de production et de maturation de I'IL-33.

Figure 32 : Expression et maturation de I'lL-33. Modifié depuis %’.
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IV-2-3- Libération extracellulaire

L’IL-33 est exprimée constitutivement dans un certain nombre de cellules, ou elle reste
séquestrée dans le noyau en conditions physiologiques. Elle est donc préte a étre libérée de
maniére passive lorsque la cellule entre en nécrose?®. Cependant, la question d’une possible

sécrétion de I'lL-33 par des cellules vivantes reste d’actualité.

Plusieurs études rapportent que sous l'influence de signaux de stress, certaines cellules
semblent sécréter de I'lL-33 sans perdre leur intégrité morphologique. En effet, la stimulation
de cellules épithéliales de cornée avec de I’ATP extracellulaire induit une augmentation de la
concentration d’IL-33 dans le milieu de culture3®. De la méme maniére, la concentration d’IL-33
extracellulaire augmente lorsque des cellules gliales ou des astrocytes sont stimulés par une
combinaison de PAMPs et d’ATP3%®, Enfin, I’exposition de souris naives au champignon allergéne
Alternaria aternata induit une libération de I'lL-33 dans la lumiére des voies respiratoires, qui
précede la réponse de type Th2. La aussi, I’ATP extracellulaire est impliqué. La stimulation par
Alternaria provoque une accumulation de I’ATP extracellulaire, qui a son tour va augmenter la
concentration intracellulaire de Ca?* et induire la sécrétion d’IL-33 par activation de récepteurs

purinergiques3®’.

Comme tous les membres de la famille de I'lL-1, I'lL-33 ne posséde pas de peptide signal
nécessaire pour une sécrétion classique. Sa libération active par des cellules vivantes fait donc
intervenir des voies de sécrétion non conventionnelles. Kakkar et ses collaborateurs ont montré
récemment sur des lignées cellulaires de fibroblastes que I'IL-33 se trouve a la fois dans le noyau
des cellules et stockée dans des vésicules cytoplasmiques attachées a la membrane. Lorsqu’ils
appliquent une contrainte mécanique sur les fibroblastes in vitro ou in vivo, ils provoquent une
sécrétion de I'lL-33 sans induction de nécrose3®. Ces mécanismes étant encore mal connus,

I’étude des voies de sécrétion de I'IL-33 reste a I'étude.

IV-2-4- Régulation négative de I'IL-33

Comme nous l'avons vu, I'lL-33 est exprimée dans de nombreux tissus de I'organisme.

Une expression dérégulée de I'IL-33, notamment une surexpression, peut avoir des

73



INTRODUCTION

conséquences pathologiques graves. C'est pourquoi il existe plusieurs stratégies physiologiques

pour limiter I'inflammation induite par cette cytokine (Figure 33).

Figure 33 : Mécanismes de régulation négative de I'lL-33.Modifié a partir de 2.

Formes solubles des récepteurs

L’'IL-33 peut étre régulée négativement par une forme soluble de son récepteur, sST2, qui
peut former un complexe stable avec sIL-1RAcP. En se liant a I'lL-33, ce complexe empéche son
activité?%, sST2 ne posséde pas le domaine transmembranaire ni le domaine intracellulaire de
ST2L3%, Cette forme soluble résulte d’un épissage alternatif et de modifications survenant sur
I'extrémité 3’ de I’ARNm codant pour ST2L3%°, Peu de données sont connues sur I'expression
préférentielle de ST2L ou sST2 mais Caporali et al. ont montré que I'activation du récepteur p75
de la neurotrophine, qui appartient a la famille des récepteurs au TNF, augmente |’expression

de ’ARNm de sST2311,
Le régulateur négatif TIR8/SIGIRR

La protéine TIR8, ou SIGIRR (Single Ig IL-1 Related Receptor), posséde un seul domaine Ig
extracellulaire. Son domaine TIR est conservé mais porte une substitution de deux acides
aminés, Ser447 et Tyr536 remplacés par Cys222 et Leu305. Ces deux résidus habituellement
conservés dans les domaines TIR sont essentiels pour la transduction du signal. Cette

substitution pourrait donc conduire a un signal non conventionnel3*2,
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TIR8 est responsable d’une inhibition de NF-kB et JNK induisant par ce biais une
régulation négative de la signalisation de ST2L3!3. Plusieurs mécanismes sont possibles pour
cette régulation négative. D’une part, a la suite d’une stimulation par I'IL-33, TIR8 peut former
un complexe avec le récepteur ST2 et ainsi bloquer la signalisation liée a I'lL-33. D’autre part,
TIR8 peut interagir par son domaine TIR avec les molécules adaptatrices MyD88 et IRAK
nécessaires a la transduction du signal et les séquestrer, les rendant indisponibles pour le

récepteur ST2314,

Régulation par le protéasome

Il existe un autre mécanisme de régulation négative de I'activité de I'lL-33. Zhao et ses
collaborateurs ont montré que FBXL19, une protéine de la famille des E3 ubiquitine ligases, peut
se lier spécifiquement a ST2L et induire une polyubiquitinylation et donc sa dégradation par le
protéasome. Ce processus permet de limiter I’effet inflammatoire et pro-apoptotique de I'lL-33,
impliqué dans la sévérité des lésions pulmonaires survenant dans un modeéle murin de

pneumonie3®>,

IV-3- Fonctions biologiques de I’lL-33 : une cytokine aux multiples facettes

IV-3-1- L’IL-33, un facteur de transcription ?

Que ce soit chez I’homme ou chez la souris, I'lL-33 endogene est toujours localisée dans
le noyau des cellules?®?7 en raison de sa séquence de localisation nucléaire non
conventionnelle et a son domaine de liaison a la chromatine. Une étude récente a montré que
la délétion du domaine de localisation nucléaire affecte gravement I’lhoméostasie cellulaire. En
effet, les souris transgéniques porteuses de la mutation ont un taux d’IL-33 sérique fortement
augmenté. Elles subissent une trés forte infiltration leucocytaire multi-organique,
principalement des éosinophiles, et meurent des conséquences de I'inflammation léthale. Cette
étude montre que la localisation nucléaire de I'lL-33 est donc une nécessité pour le controle de
I'inflammation induite par cette cytokine3'®. Cependant, il est possible que la localisation
intranucléaire corresponde a une fonction biologique de I'lL-33, mais ce point est encore mal

connu.
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L'équipe de Jean-Philippe Girard a montré que le domaine de liaison a la chromatine de
I'IL-33 présente de grandes similitudes avec le peptide LANA (latency-associated nuclear
antigen) de I'herpesvirus responsable des sarcomes de Kaposi. Comme le peptide LANA, I'IL-33
se fixe dans la poche acide formée par les histones H2A-H2B a la surface des nucléosomes. L'IL-33
pourrait alors réguler la compaction de la chromatine en favorisant les interactions entre
nucléosomes3'’, Avec un systéme de géne rapporteur couplé a la luciférase, ils ont aussi montré
que I'lL-33 exerce une activité de répresseur transcriptionnel?®®, D’autres travaux ont montré
que I'lL-33 pourrait au contraire étre un inducteur de transcription génique. En effet, I'lL-33 peut
se lier dans la région du promoteur de la sous-unité p65 de NF-kB et augmenter son expression.
Ce mécanisme serait impliqué dans I'activation des cellules endothéliales par I'IL-33318, Pourtant,
I'IL-33 a été rapportée comme étant un marqueur de quiescence dans les cellules endothéliales,
et serait perdue lors de leur activation?®#3%°, De plus, une étude a montré que I'lL-33 pourrait se
lier dans le noyau a p65 et empécherait donc I’expression des génes cibles de NK-kB par blocage

de son interaction avec I’ADN, ce qui est en contradiction avec son réle inducteur de p653%°,

L’'ensemble de ces données montre que I'IL-33 peut influencer de maniére complexe
I'expression génique et que des investigations complémentaires sont nécessaires pour

comprendre réellement sa fonction intranucléaire.
IV-3-2- Bioactivités sur le systéme immunitaire
IV-3-2-1- L’IL-33 : un puissant inducteur de réponse Th2

Dés son identification comme étant le ligand du récepteur ST2, le r6le inducteur de I'lL-33
dans les réponses de type Th2 a été mis en avant?®?, Depuis, de trés nombreuses études ont

confirmé la place centrale qu’elle occupe dans les réponses immunitaires Th2.
Lymphocytes Th2

Le récepteur ST2L avait déja été décrit depuis longtemps comme étant exprimé de
maniére stable sur les lymphocytes Th2 mais non présent sur les lymphocytes Thl, méme apres
stimulation par différentes cytokines pro-inflammatoires (IL-2, IFN-y, IL-1pB, IL-5...) ou des Ac anti-
CD332L, I'IL-33 exerce un effet chimio-attracteur sur les lymphocytes Th23?? et induit dans ces

cellules, conjointement avec une activation anti-CD3/CD28, une forte production d’IL-5 et d’IL-
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13 in vitro®®. Associée a du TGF-B, elle induit aussi leur production d’IL-932, Curieusement, elle
peut également induire, en combinaison avec une activation antigénique et de I'lL-2, la sécrétion

d’IFN-y par des lymphocytes T polarisés en Th23%4,
Cellules dendritiques

L'effet inducteur de I'lL-33 sur les lymphocytes Th2 s’exerce également de maniere
indirecte, via 'activation des DCs. En effet, le récepteur ST2 est fortement exprimé sur les DCs
et lorsqu’on incube des DCs avec de I'lL-33, on observe une augmentation de I'expression du
CMH II, CD40, CD80, CD86, OX40L et CCR7 ainsi qu’une augmentation de la production d’IL-6,
IL-1B, TNF et CCL17 mais pas d’IL-12. La co-culture de lymphocytes T CD4 naifs avec des DCs pré-
activées al'lL-33 provoque une forte production d’IL-5 et d’IL-13 par les lymphocytes T CD4, mais

pas d’IL-4 ou d’IFN-y325326,
Les cellules lymphoides innées de type 2, ILC2

La découverte récente des ILC2 chez 'Homme, nuocytes chez la souris (ou encore natural
helper cells), a aidé a la compréhension de I'impact de I'IL-33 sur les réponses immunitaires de
type Th2. Les ILC2 sont des cellules issues du lignage lymphoide n’exprimant aucun marqueur de
ces lignages (Lin") mais tout de méme distinctes des progéniteurs lymphoides. Elles sont
caractérisées par I'expression de c-Kit, Sca-1, IL-7R et ST2. Elles proliféerent en réponse a la
stimulation par I'lL-25 et I'IL-33 et sécretent de I'IL-5, de I'IL-6 et surtout de I'IL-13 en trés grande
guantité. La forte expression du récepteur ST2 sur ces cellules en fait des cibles privilégiées pour
IIL-333%27328 Chez 'Homme, ces cellules peuvent étre retrouvées dans différents organes, y
compris dans le sang périphérique, et sécrétent aussi de I'lL-13 a la suite a une stimulation par
IIL-25 etl’IL-333%°, Depuis leur découverte, de plus en plus d’études montrent leur importance

dans le développement de certaines pathologies inflammatoires comme I"asthme?43%,
Macrophages

L'IL-33 a a la fois un effet direct et un effet indirect sur les macrophages. Ces derniers
expriment le récepteur ST2 et leur stimulation par I'lL-33 induit leur sécrétion d’IL-13331332, Chez
la souris, I'lL-33 favorise la polarisation des macrophages quiescents en macrophages de type

M2 ou macrophages activés alternativement. On retrouve ces résultats in vitro en combinant de
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I'IL-33 avec de I'lL-13333, L’IL-33 modifie également la balance ostéoclastes/M2 dans I'os, ou elle
favorise la différenciation des monocytes en M2334, Ces macrophages M2 sécrétent de I'lL-13 et
les chimiokines CCL24 et CCL17 impliquées dans la migration des éosinophiles et des
lymphocytes Th2. Ils sécretent également CCL2, CXCL2 et CXCL1. En activant les ILC2 a sécréter
de I'lL-13 en grande quantité, I'IL-33 agit indirectement sur la polarisation des macrophages en

M2 induite par I'lL-13 277,
Polynucléaires éosinophiles

En traitant les souris a I'lL-33, Schmitz et al. ont observé que cette cytokine provoque une
éosinophilie importante?®. Par la suite, il a été montré que les éosinophiles expriment le
récepteur ST2 et que I'lL-33 augmente leur capacité d’adhésion et I'expression de CD11b a leur
surface, de maniére plus efficace que I'lL-5. En revanche, elle n’induit pas leur dégranulation ni
la synthése de leucotriénes3?. Plusieurs études ont aussi montré que I'IL-33 augmente la survie
des éosinophiles33>336, [IL-33, en activant la voie NF-kB, provoque la sécrétion de I'lL-4 qui va
agir de manieére autocrine sur les éosinophiles en augmentant leur activation. Mais I'lL-33 induit
également I'expression de génes qui vont influencer les éosinophiles avec des mécanismes
indépendants de I'lL-43%7, La stimulation des éosinophiles avec de I'lL-33 exogéne in vitro induit
I’'expression d’ICAM-1 sur ces cellules ainsi que la production d’IL-6, d’IL-8 et CCL233%. Comme
nous |'avons vu précédemment, les fibroblastes sont une source majeure d’IL-33. La co-culture
de fibroblastes et d’éosinophiles induit les mémes effets que I'lL-33 exogene, avec en plus la
production de CXCL1, CXCL10 et CCL5 de maniére contact-dépendante. L’ajout d’IL-33 dans la

co-culture augmente encore plus I'expression de ces cytokines et chimiokines33,
Polynucléaires basophiles

Le récepteur ST2 est exprimé par les basophiles et peut étre induit par I'IL-3 et I'lL-33.
L’'IL-33 augmente I'expression de CD11b et augmente les capacités d’adhésion des basophiles.
Seule, elle n’a que peu d’effets sur ces cellules mais agit en synergie avec I'IL-3 et |’activation du
Fce-Rl pour promouvoir la sécrétion d’IL4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-13 et de GM-CSF par les
basophiles, ainsi que leur dégranulation et leur migration323:324339,340 Chez |a souris, I'lL-33 active

directement les basophiles et leur production d’histamine, d’IL-4 et d’IL-6. De plus, via un
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mécanisme indirect impliquant la chaine B commune aux récepteurs de I'IL-3, I'lL-5 et du

GM-CSF, elle induit leur amplification dans la moelle osseuse3*'.
Mastocytes

L’IL-33 favorise la maturation des progéniteurs CD34* des mastocytes. Sur les mastocytes
matures issus de la moelle, I'lL-33 induit directement la production d’'un panel important de
cytokines, de chimiokines et de molécules inflammatoires dont I'IL-5, I'lL-6, I'lL-10, I'lL-13, le TNF,
le GM-CSF, CCL1 ou encore CXCL8342343 Son effet activateur sur les mastocytes est d’autant plus
important lorsqu’on la combine avec un Ag pour lequel les cellules ont été pré-sensibilisées3*4.
Pour les mastocytes résidant dans les tissus, I'adjonction d’IL-3 est nécessaire pour obtenir

I’activation des mastocytes et une sécrétion optimale d’IL-1334,
Polynucléaires neutrophiles

En activant les mastocytes a sécréter du TNF, I'IL-33 provoque indirectement un effet
chimio-attracteur sur les neutrophiles. In vivo, le traitement de souris sauvages par injections
intra-péritonéales d’IL-33 résulte en une infiltration de neutrophiles dans le péritoine, non
retrouvée dans les souris ne possédant pas de mastocytes*®, Le recrutement des neutrophiles
par I'lL-33 est aussi partiellement dépendant de CXCL1, sécrétée en réponse a I'lL-33 par les
macrophages M2347:348 En plus de son effet attracteur, I'IL-33 peut aussi agir directement sur les
neutrophiles. Elle empéche la diminution d’expression de CXCR2, récepteur crucial pour la

migration des neutrophiles, qui se produit aprés I’activation par du LPS3*°,
Lymphocytes B

Comme I'lL-33 est un puissant inducteur de cytokines de type Th2, il est logique de penser
gu’elle peut influencer la réponse humorale. Effectivement, une étude montre que I'lL-33 peut
induire spécifiguement la prolifération et la production d’IgE par les lymphocytes B et que cette
réponse est dépendante de I'lL-43°%, Une sous-population de lymphocytes B, les lymphocytes B1,
minoritaires parmi les B totaux, expriment le récepteurs ST2 lorsqu’ils sont naifs. L'IL-33 active
la prolifération des lymphocytes B1 et augmente leur expression d’IL-5, d’IL-13 et d’IgM in vitro

et in vivo, selon un mécanisme IL-5-dépendant. Les lymphocytes T et les mastocytes sont
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impliqués dans cette réponse, puisque les souris déficientes pour ces cellules voient leurs

lymphocytes B1 moins activés en présence d’IL-333°2,

L'ensemble de ces données montrent a quel point I'lL-33 joue un réle central dans
I'induction des réponses inflammatoires de type Th2. La figure 34 résume I'ensemble de son

action inflammatoire dans ce type de réponses immunitaires.

Figure 34 : L’IL-33 dans la réponse inflammatoire de type Th2. Modifié depuis 4.

IV-3-2-2- Activation des lymphocytes régulateurs

Bien que ce soit un médiateur de réponses inflammatoires, I'lL-33 peut, de maniere
surprenante, soutenir des réponses anti-inflammatoires, notamment par augmentation des

lymphocytes Tregs3>2.
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Ces propriétés régulatrices ont notamment été étudiées dans les allogreffes cardiaques.
Deux études publiées en 2011 ont montré que I'administration d’IL-33 chez la souris, en plus de
provoquer une réponse Th2, augmente également la proportion de lymphocytes Tregs CD25"
Foxp3* et de MDSCs. Aprés une greffe cardiaque allogénique, le traitement des souris par IL-33
conduit a une meilleure tolérance de la greffe, associée a une augmentation de la survie globale.
L’IL-33 induit la réponse Th2 (IL-5, IL-13), diminue la production d’IL17 et le nombre de
lymphocytes T CD8 IFN-y*. Elle diminue le taux global des lymphocytes dans le greffon mais
augmente le nombre de lymphocytes Tregs et de MDSCs, ainsi que la concentration d’IL-10. De
plus, elle diminue le taux de lymphocytes B et aussi la concentration d’Ac anti-greffon dans le
sérum et dans la greffe3°33>* Dans un modéle mimant la maladie de Crohn chez la souris,
I'administration d’IL-33 permet de diminuer les symptomes d’inflammation colique. La aussi, cet
effet est d0 a I'induction de la réponse Th2 et des Tregs. Les auteurs ont aussi remarqué une
augmentation des DCs CD103+ inductrices de Tregs dans les ganglions mésentériques et la
lamina propria des souris traitées a I'lL-333%>. Récemment, Matta et al. ont montré que les DCs
conventionnelles CD11c* stimulées par I'lL-33 sécretent de I'lL-2 qui va aider spécifiqguement a
I’expansion des Tregs ST2*. Ceci se produit en I'absence de maturation des DCs, et I'lL-2 sécrétée
augmente I'expression de ST2 a la fois sur les DCs et sur les Tregs®°®. Les voies de signalisation
activées par I'lL-33 dans les lymphocytes T de l'intestin stimulent la réponse Treg de plusieurs
maniéres. D’une part, I'IL-33 induit la production de TGF-B nécessaire a I'induction des Tregs et

d’autre part, elle fournit un signal qui permet le maintien et la survie des Tregs3>’.

La tolérance périphérique peut aussi étre assurée par les lymphocytes B
immunosuppressifs dits B régulateurs (Bregs). Chez des souris transgéniques IL-10-déficientes,
gui développent spontanément une maladie inflammatoire de l'intestin, I'administration d’IL-33
provoque une exacerbation des symptomes. Pourtant, chez les souris sauvages, I'lL-33 induit
une protection contre la maladie. Sattler et al. ont identifié une population particuliére de
lymphocytes B dits Bregs responsables de |'effet protecteur. Apres isolation, ces lymphocytes
Bregs sont capables de supprimer I'expansion et I'activation des cellules effectrices in vitro, et

de protéger, aprés transfert adoptif, les souris IL-107" contre le développement de la colite.
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L'ensemble de ces travaux met en évidence a quel point I'lL-33 posséde des effets variés.
Il n’est donc pas étonnant qu’on la retrouve impliquée dans un grand nombre de pathologies,

avec des effets déléteres ou au contraire, des effets protecteurs.
IV-3-2-3- L’IL-33 est aussi inductrice de réponse immunitaire Th1

Méme si I'lL-33 participe essentiellement a la réponse immunitaire Th2, elle peut aussi
soutenir et induire des réponses immunitaires de type Th1l car elle a un impact sur les fonctions

cellulaires des cellules NK, NKT et des lymphocytes T CD8.
Lymphocytes T CD8

Les lymphocytes T CD8 expriment fortement le récepteur ST2 et cette expression est
dépendante du facteur de transcription caractéristique des cellules Th1 T-bet. L'IL-33 augmente
la production d’IFN-y des lymphocytes T CD8 activés par un Ag>°8. De plus, I'IL-33 agit en synergie
avec I'IL-2 ou I'lL-12 pour augmenter |'activation ainsi que la production d’IFN-y par les
lymphocytes T CD83°83%°, Elle augmente aussi leurs capacités cytotoxiques3®. L'IL-33 joue aussi
un role tres important dans I'établissement de la mémoire immunitaire par les lymphocytes T
CDS8. En effet, la différenciation des lymphocytes T CD8 en lymphocytes effecteurs mémoires
résidant dans les tissus dépend de la diminution, induite notamment par I'IL-33, de I'expression
d’un facteur de transcription, KLF23¢1, C’est 'une des raisons qui font de I'IL-33 un trés bon
adjuvant pour la vaccination. Plusieurs équipes ont étudié la capacité de I'lL-33 a augmenter la
réponse immunitaire dans les vaccins a ADN. Adjointe au vaccin ADN, I'lL-33 favorise |I'expansion
clonale des Ilymphocytes T CD8, induit leur différenciation en cellules effectrices
plurifonctionnelles (sécrétion d’IFN-y et cytotoxicité) et augmente la réponse globale
cytotoxique induite par la vaccination3%2. En plus de son effet inducteur sur les lymphocytes T
CD8, elle augmente aussi |'activation des lymphocytes T CD4 in vivo, dans des modeles de
vaccination ADN contre les virus et de vaccination thérapeutique contre les tumeurs liées a

HPV363’364.
Cellules NK et iNKT

L’IL-33 seule modifie peu les fonctions des cellules NK et iNKT. Par contre, en présence

d’a-galactocéramide, un Ag activateur des iNKT, I'IL-33 potentialise leur sécrétion de cytokines
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dont I'lL-2, le TNF-a et I'lIFN-y in vitro de maniére dose-dépendante3?4. In vivo, cela se traduit par
un doublement du nombre d’iNKT dans la rate et dans le foie apres le traitement des souris par
IIL-33%%>, En combinaison avec I'lL-12, elle induit la production d’IFN-y par les cellules iNKT et les
cellules NK, que ce soit sur des cellules humaines ou sur des cellules murines32436>, De plus, elle

augmente l'activité cytotoxique des cellules NK en co-culture avec des cellules cibles in vitro3®°.

Ces données montrent qu’en parallele de son effet inducteur des réponses Th2, I'lL-33
peut efficacement potentialiser les réponses immunitaires de type Thl (Figure 35), ce qui lui

confere un intérét majeur dans les réponses anti-infectieuses et antitumorales.

Figure 35 : Bioactivités de I’lL-33 sur les cellules du systéme immunitaire. Extrait de 2°.

IV-4- ’axe IL-33/ST2 en physiopathologie

L’IL-33 affecte de maniére directe ou indirecte I'ensemble du systéeme immunitaire. Selon
le contexte inflammatoire et I'environnement cellulaire dans lesquels elle se trouve, elle peut
induire des réponses inflammatoires de type Th2 ou Th1, ou au contraire promouvoir des
réponses anti-inflammatoires. Elle peut tenir une place trés importante dans certaines

affections. Nous verrons ici les pathologies principales dans lesquelles elle joue un role, en
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mettant toutefois I'accent sur les cancers. Son réle protecteur dans les allogreffes ayant déja été

discuté, il ne sera pas présenté ici.

IV-4-1- Pathologies inflammatoires et auto-immunes

C'est le type de pathologies pour lesquelles I'lL-33 est le plus étudiée.

L’IL-33 dans les hépatites fulminantes

La concanavalin A (Con A) est utilisée pour induire une hépatite fulminante
expérimentale. Elle provoque une nécrose massive des hépatocytes et une activation des
cellules immunitaires qui miment la pathologie se déroulant chez ’'Homme3®®. L’axe 1L-33/ST2
exerce un role protecteur dans cette pathologie. Effectivement, les souris déficientes pour le
récepteur ST2 subissent des lésions plus sévéres, avec une infiltration plus forte de cellules
mononucléées : lymphocytes T CD4 et CD8, cellules NK et NKT et macrophages et une
augmentation des cytokines pro-inflammatoires TNF-a, IFN-y et IL-17 dans le sérum. En
revanche, les souris sauvages développent une pathologie moins sévére avec moins d’infiltration
leucocytaire mais avec un nombre plus important de lymphocytes Tregs et une production plus
importante d’IL-4. De plus, I'lL-33 inhibe la caspase 3, ce qui inhibe I'expression de la protéine

pro-apoptotique BAX et augmente la protéine anti-apopotique Bcl-23¢7,
L’asthme et les allergies

Des études GWAS (genome-wide association studies) réalisées récemment ont montré
gue les génes codant pour I'IL-33 et ST2 sont des génes de susceptibilité pour I'asthme. Ce sont
d’ailleurs les seuls génes qui ressortent systématiquement dans ces études. Dans les modéles
murins d’asthme ou chez les patients, le taux d’IL-33 et de sST2 est toujours augmenté. L'IL-33
active directement ou indirectement toutes les cellules impliquées dans le développement de
I’'asthme (Figure 34), ce qui lui donne un réle central dans la pathologie. Pourtant, les souris
déficientes pour le récepteur ST2 ne sont pas protégées contre l'inflammation des voies
respiratoires induite par 'OVA, montrant que I'lL-33 n’est pas le seul facteur impliqué dans ces
mécanismes inflammatoires. Néanmoins, elle reste I'un des acteurs principaux dans le

développement de I'asthme38,
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L'IL-33 est aussi impliquée dans les allergies. Une étude a montré que I'lL-33 est
rapidement libérée dans le mucus nasal aprés exposition a un allergéne. Les souris pré-
sensibilisées a I'allergéne subissent une inflammation avec une phase aiglie (éternuements) et
une phase tardive avec accumulation des éosinophiles et des basophiles. L'IL-33 favorise la
production d’histamine et de chimiokines qui induisent I'accumulation des cellules immunitaires
dans I’épithélium nasal. Par contre, les souris IL-337- sont protégées contre cette inflammation,
ce qui montre que I'IL-33 est trés importante dans la physiopathologie des rhinites allergiques3°.
Dans la dermatite atopique, I'lL-33 provoque la migration des ILC2 sur le site inflammatoire, et

les active a sécréter de I'IL-5 et de I'IL-13 qui sont a la base du développement des |ésions37°.
Les maladies auto-immunes liées aux lymphocytes T

L’'IL-33 a montré un effet protecteur dans plusieurs modeles de maladies auto-immunes.
Dans un modele de diabéte de type 1 induit par de multiples doses faibles de streptozotocine,
la délétion du récepteur ST2 chez les souris BALB/c naturellement résistantes augmente la
susceptibilité au diabéte. Les souris ST27- développent des symptdmes caractéristiques avec une
hyperglycémie, une infiltration des cellules immunitaires et une perte des cellules  des ilots de

371 Le traitement par de trés faibles doses de cyclophosphamide élimine les

Langherans
lymphocytes Tregs chez les souris ST27", et augmente l'infiltration des lymphocytes T CD4 IFN-y*
TNF-a* et T CD8 ainsi que la production d’IL-17. Cela montre que les Tregs sont impliqués dans

la résistance au diabéte conférée par I'lL-33372,

Le modele d’Encéphalomyélite Allergique Expérimentale (EAE) est couramment utilisé
pour étudier la sclérose en plaque chez les rongeurs. Comme pour le diabéte, les souris BALB/c
sont naturellement protégées contre la pathologie alors que les souris C57BI/6 y sont
susceptibles. Mais la délétion du récepteur ST2 inhibe la résistance au développement de I'EAE
chez les souris BALB/c, qui développent les mémes symptoémes que les souris C57BI/6. La
délétion de ST2 s’accompagne d’une augmentation des lymphocytes T CD4 pathogéniques qui
migrent dans le systéme nerveux central. In situ, il se produit une augmentation de la production

d’IFN-y, de TNF-a, d’IL-17 et de GM-CSF qui sont des médiateurs de la maladie3®.
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IV-4-2- Maladies cardiovasculaires

L'IL-33 a suscité l'intérét dans les affections cardiovasculaires lorsqu’il a été mis en
évidence que sST2 est augmenté dans les souris et chez I'humain aprés un infarctus du
myocarde. Chez I'Homme, le taux de sST2 est corrélé a une insuffisance ventriculaire gauche et
a un mauvais pronostic3’3. Dés lors, le taux de sST2 a été suggéré comme un biomarqueur de la
fonction cardiaque3’?. L’IL-33 antagonise I'action de I'angiotensine 1l et I'hypertrophie des
cardiomyocytes induite par la phenylephrine. Chez la souris, elle protége contre I’hypertrophie
ventriculaire et |a fibrose liées a I'hypertension artérielle?®3. Elle a aussi un réle protecteur contre
I’athérosclérose. En effet, les souris ApoE”" placées sous régime riche en graisses développent
des plaques séveres athérosclérotiques, tandis que les souris traitées a I'lL-33 sont beaucoup
moins atteintes, avec des lésions de moindre importance. Les souris traitées a I'lL-33 produisent
des Ac dirigés contre les LDL (low density lipoprotein). A I'opposé, les souris auxquelles on
administre du sST2 développent des plaques encore plus sévéres?®®, Ces données montrent que

I'IL-33 est trés importante dans la protection contre les affections cardiaques.
IV-4-3- Immunité anti-infectieuse

L'IL-33 est largement exprimée par les cellules épithéliales et les cellules endothéliales
des tissus constituant les voies d’entrée des microbes. Comme elle est libérée lors d’un
dommage cellulaire, elle est I'un des premiers médiateurs de I'inflammation présents sur le site

de l'infection3°®.

L’IL-33 est largement impliquée dans la réponse anti-parasitaire. En induisant la réponse
Th2 et la sécrétion d’IL-13, I'lL-33 induit aussi I’hyperplasie des cellules caliciformes. Dans les
infections a Nippostrongylus brasiliensis, ces mécanismes conduisent a |'expulsion des
helminthes en I'absence de réponse T effective327328375 D’ailleurs, les souris déficientes en IL-33
ne sont pas capables de contréler I'infection3?8. Dans les souris infectées a Strongyloides
venezuelensis, la production d’IL-5 par les ILC2 induit une éosinophilie qui contribue a I'expulsion
des parasites des poumons3’®. L'effet inducteur de réponse Th2 de I'lL-33 a également été
impliqué dans d’autres infections parasitaires3’’. Par contre, elle a un effet délétére dans les

infections a Leishmania donovani ou la réponse Th1l est essentielle pour contréler I'infection.
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L'IL-33 tient aussi une place importante dans les réponses anti-virales et anti-
bactériennes. L'expression d’IL-33 est induite dans de nombreuses infections bactériennes et
virales®’8. Par exemple, dans les infections a Influenza virus, I'IL-33, trés largement exprimée
dans les poumons, provoque la production de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a,
IFN-y et IFN-B et promeut la réponse anti-virale3’?. Dans un modéle de sepsis expérimental,
I'IL-33 induit la migration des neutrophiles au site de I'infection ce qui provoque I’élimination

compléte des bactéries3*°.

Globalement, I'lL-33 a un r6le bénéfique dans la réponse immunitaire contre les

infections de toutes sortes, qu’elles soient parasitaires, virales, bactériennes ou fongiques378,
IV-4-4- IL-33/ST2 et cancers

L'impact de I'lL-33 dans le développement et la progression ou la régression des
pathologies cancéreuses est aujourd’hui de plus en plus étudié. En effet, son réle crucial dans
I'inflammation de type Th2 améne les scientifiques a se demander quel est son implication dans

la physiopathologie du cancer.
IV-4-4-1- IL-33 sérique : corrélation avec la maladie ?

Une des approches a été de mesurer le taux plasmatique d’IL-33 ou sST2 chez les patients
atteints de cancers. Certaines études montrent une corrélation entre le taux sérique d’IL-33 ou
de sST2 et des cas de tumeurs bénignes ou malignes de nature tres diverse, tels que des
Iéiomyomes, des cancers gastriques. Dans les cancers du sein, I'IL-33 sérique est corrélée avec
divers critéres de gravité de la maladie comme les métastases ou le grade de la pathologie380-383,
En revanche, dans les cancers du poumon non a petites cellules ou dans les hépatocarcinomes,
le taux sérique d’IL-33 ou de sST2 ne semble pas vraiment étre un critere fiable dans la
caractérisation de la pathologie dans la mesure ou les études ont donné des résultats
contradictoires, montrant tantdt une corrélation positive, tantdt aucune corrélation3®*3%7_ Dans
le cas des hémopathies malignes, il semble y avoir une corrélation négative entre le taux d’IL-33
dans le sérum et la pathologie38838, Un taux plus bas d’IL-33 sérique a méme été associé avec
les stades avancés de la maladie dans le myélome multiple3%. Une méta-analyse portant sur huit

études ayant mesuré le taux d’IL-33 dans le sérum des patients atteints de différents cancers a
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montré qu’en effet, le taux d’IL-33 est plus élevé chez les patients atteints de cancers que chez
les sujets sains, mais aucune corrélation n’a pu étre établie avec les stades de la maladie, les

métastases ou le temps de survie global des patients3'.
IV-4-4-2- L’IL-33 dans le microenvironnement tumoral

Plusieurs études montrent que I'lL-33 est présente dans le microenvironnement tumoral,
exprimée par les cellules du stroma3?2 ou les cellules cancéreuses elles-mémes382384392-394 E||e
est aussi exprimée dans le noyau des cellules endothéliales des vaisseaux classiques tumoraux
ou des HEVs?6%3% e récepteur ST2 a lui aussi été détecté sur plusieurs types de cellules

cancéreuses humaines ou de rongeurs3%>3%,

De par son action pro-inflammatoire, I'lL-33 peut influencer la production de facteurs
solubles par les cellules tumorales, comme I'IL-6 et I'lL8 connues pour leur role dans la migration
et 'angiogenese. Dans la leucémie myéloide chronique, les progéniteurs leucémiques CD34*
sont ciblés par I'lL-33 qui entraine leur prolifération et leur production de cytokines IL-6 et IL-83%,
Ces cytokines sont aussi induites par I'lL-33 dans une lignée de carcinome pancréatique
métastatique3®®. De plus, I'axe 1L-33/ST2 est responsable de I'augmentation de la production
d’IL-6, CXCR4, MMP-2 et MMP-9 liés a I'invasion, la dissémination et la formation de métastases

dans les cancers colorectaux3®3.

L’IL-33 peut également modifier la composition cellulaire du stroma tumoral. Dans les
carcinomes épidermoides de la langue, la surexpression de I'lL-33 et ST2 dans les tissus tumoraux
entraine I'augmentation de la densité en mastocytes et en microvaisseaux dans le stroma
tumoral. Ceci est associé a un mauvais pronostic pour les patients avec une fréquence plus
élevée de métastases?®. Cet effet pro-métastatique est retrouvé dans un modéle de carcinome
mammaire chez la souris et chez les patients atteints de carcinomes épidermoides de la téte et
du cou (CETC)3*2. Chez la souris, il est associé a une accumulation dans le microenvironnement
de MDSCs, d’ILC2 et de lymphocytes Tregs avec une augmentation splénique de macrophages
de type M29%, Dans les CECT, Chen et al. ont montré que I'lL-33 surexprimée dans les CAFs et
les cellules cancéreuses est primordiale pour la migration et I'invasion des cellules tumorales et

que le blocage de son activité diminue I'agressivité de ces cancers3%2,
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IV-4-4-3- L’IL-33 et la réaction immunitaire antitumorale

En modifiant le microenvironnement, I'lL-33 influence inévitablement la réaction
immunitaire antitumorale. Ainsi, dans les études menées par Jovanovic et al. sur le cancer
mammaire chez la souris, I'lL-33 exogene diminue la proportion de cellules NK intratumorales.
La délétion du récepteur ST2 dans ces souris entraine une augmentation sérique d’IL-17, d’IFN-y,
de TNF-a et une diminution d’IL-4, avec une augmentation splénique des cellules NK
productrices d’IFN-y. In vitro, les cellules NK et les lymphocytes T CD8 issus de rate de souris

ST27/ sont plus cytotoxiques que les splénocytes issus de souris sauvages*01-403,

Cependant, I'lL-33 n’exerce pas toujours un effet négatif sur le microenvironnement et
les cellules cancéreuses. Au contraire, certaines études montrent que I'IL-33 peut soutenir
fortement la réaction immunitaire antitumorale. En utilisant un modele de souris transgéniques
ou I'IL-33 est exprimée de maniere constitutive, Gao et al. ont montré que I'IL-33 diminue les
métastases dans les mélanomes ou le carcinome du poumon de Lewis. Elle augmente
I'infiltration intratumorale et la cytotoxicité des cellules NK et des lymphocytes T CD8. De plus,
la déplétion de ces effecteurs élimine |'effet protecteur induit par I'IL-33 contre les métastases.
In vitro, le traitement des cellules NK et des T CD8 issus de souris sauvages par de I'IL-33
recombinante induit également leur expression de CD69 et leur cytotoxicité, via I'activation de

NF-kB3®°,

L’IL-33 peut aussi avoir un effet immunoadjuvant dans la vaccination thérapeutique des
cancers liés a une infection virale comme le papillomavirus (HPV). Dans une étude réalisée chez
la souris, Villarreal et ses collégues ont étudié I'action immunoadjuvante de I'IL-33 sous forme
native ou mature sur la vaccination ADN contre HPV. Lors de la vaccination, les deux isoformes
d’IL-33 augmentent les réponses Ag-spécifiques des lymphocytes T CD4 et T CD8 avec une forte
dégranulation des lymphocytes T CD8. Cette activation des lymphocytes T s’accompagne d’une
forte réponse IFN-y sans modification des niveaux d’IL-4 et d’IgE. De plus, I'lL-33 augmente la
proportion de lymphocytes T CD8 mémoires. En outre, I'IL-33 influence I'immunité humorale en
augmentant les 1gG spécifiques anti-HPV. Au final, I'ajout d’IL-33 comme immunoadjuvant lors

de la vaccination thérapeutique conduit a une régression compléte des tumeurs in vivo364,
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Ces dernieres études montrent que I'lL-33, bien qu’ayant des effets multiples sur les
cellules exprimant le récepteur ST2, peut avoir une influence trés positive sur la réponse
immunitaire antitumorale, si tant est que cette réponse immunitaire soit polarisée vers un type
Thl. Dans ce cas, I'lL-33 démontre qu’elle peut étre un atout dans les vaccinations

thérapeutiques et les immunothérapies antitumorales.
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V- LES IMMUNOTHERAPIES ANTICANCEREUSES

Les thérapies conventionnelles du cancer, incluant résection tumorale, chimiothérapie et
radiothérapie possedent un certain nombre de limitations : tumeurs inopérables, efficacité
limitée ou effets indésirables importants sont autant d’arguments poussant a envisager de
nouvelles stratégies thérapeutiques antitumorales. En ce sens, les immunothérapies
anticancéreuses représentent une alternative prometteuse pour cibler plus spécifiquement les
tumeurs chimiorésistantes, la maladie résiduelle aprés traitement, ou encore les sites
métastatiques difficiles d’accés tout en limitant la toxicité de la thérapie. Dans certains cancers,
I'immunothérapie anticancéreuse semble méme étre le traitement le plus efficace et a apporté

une véritable avancée thérapeutique, notamment dans les mélanomes métastatiques'®2.

V-1- Immunothérapies passives

Les immunothérapies passives correspondent a la génération ex vivo de molécules ou de
cellules effectrices qui vont cibler soit directement les cellules cancéreuses, soit le
microenvironnement tumoral immunosuppresseur. Ces thérapies requiérent l'identification
d’Ags tumoraux ou de molécules surexprimées dans les tumeurs faisant d’elles de bonnes cibles
thérapeutiques. Ce type de thérapies regroupe donc les AcMo thérapeutiques et le transfert

adoptif de lymphocytes T cytotoxiques (ACT)*®3.
V-1-1- Les anticorps monoclonaux thérapeutiques

Les AcMo représentent la premiere avancée majeure en immunothérapie dans les
traitements du cancer. Leur premiére introduction couronnée de succés en oncologie remonte
a la fin des années 1990, avec |'approbation par la Food and Drug Administration (FDA) du
rituximab (RTX, anti-CD20) et du trastuzumab (TTZ, anti-HER2) dans le traitement des
hémopathies malignes a cellules B et du cancer du sein respectivement. Depuis cette époque,
I’avancée des connaissances en oncologie associée au développement des techniques pour la
production de molécules transgéniques ont permi de générer beaucoup d’autres AcMo ainsi que
des molécules dérivées comme les ADCs (antibody-drug conjugates) ou les ARC (antibody

radioconjugates)®.
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V-1-1-1- Structure et mécanismes d’action

A I'heure actuelle, les AcMo majoritairement présents en clinique sont de classe 1gG1.
Ces AcMo se composent de deux chaines lourdes (H : heavy) et de deux chaines légeéres (L : light)
(Figure 36). Les deux types de chaines comportent un ou plusieurs fragments constants (Cn, Cy)
et un fragment variable (Vu, V.). Ces derniers portent les régions ultra-variables ou CDRs
(complementarity-determining regions) qui assurent la reconnaissance de I'épitope présent sur
I’Ag cible. Il existe différents types d’AcMo, avec une nomenclature spécifique (-suffixe) selon les
différences d’origine de leurs parties variables et constantes. Les premiers AcMo étaient
d’origine entierement murine (-momab). Puis ont suivi les AcMo chimériques, ou les fragments
constants sont d’origine humaine tandis que les fragments variables sont d’origine murine
(-ximab). Il existe aussi des Ac humanisés ol la quasi-totalité de la structure est d’origine
humaine sauf les CDRs qui sont d’origine murine (-zumab). Enfin, on peut aussi trouver des AcMo

intégralement humains (-mumab)?®.

Figure 36 : Classification des différents types d'AcMo thérapeutiques selon I'origine de leurs parties variables et
constantes. Extrait de .

Les AcMo font intervenir plusieurs mécanismes d’action qui vont permettre I’élimination
de la cible. lls peuvent posséder une cytotoxicité directe pour la cellule cancéreuse, via
I'induction d’apoptose par exemple. Mais leur action repose essentiellement sur le
déclenchement de mécanismes immunologiques comme I’ADCC, la CDC et la phagocytose

dépendante des Ac (ADP)?>.
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V-1-1-2- Les AcMo en clinique

Il existe actuellement 13 AcMo ayant une indication en oncologie approuvés par la FDA,
et beaucoup d’autres sont en test dans des essais cliniques. La table 4 présente I'ensemble des

AcMo et ADCs présents aujourd’hui sur le marché et leurs mécanismes d’action.

Table 4 : AcMo actuellement approuvés par la FDA en oncologie et leurs mécanismes d'action. Extrait de 2°.
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AcMo bloquant les « immune checkpoints »

Physiologiquement, les « immune checkpoints » — littéralement, les points de controle
de l'immunité — constituent des mécanismes de protection contre la suractivation des
lymphocytes T et donc contre le développement de maladies auto-immunes. Comme nous
I’avons vu précédemment, ces mécanismes peuvent également étre impliqués dans I'immuno-
échappement des tumeurs au systeme immunitaire. C’'est le cas notamment des processus
immunosuppresseurs induits par CTLA-4 et le couple PD-1/PD-L1. Ainsi, des AcMo
thérapeutiques ont été développés pour bloquer ces mécanismes dans le microenvironnement

tumoral.

Deux AcMo anti-CTLA-4 ont été testés en essais cliniques, l'ipilimumab et le
tremilimumab. Ces AcMo bloquent la transduction du signal de CTLA-4 et permettent donc de
prolonger I'activation des lymphocytes T et de restaurer leur prolifération. Ainsi, la réponse
immunitaire liée aux lymphocytes T est amplifiée et cela résulte en une réponse antitumorale

globale plus efficace!®.

L'ipilimumab a donné des résultats prometteurs dans le traitement des mélanomes
métastatiques. Son efficacité en monothérapie a été évaluée en comparaison de I’association
ipilimumab/gp100 (vaccin peptidique expérimental) dans une étude randomisée en double
aveugle incluant plus de 600 patients. Les résultats de cette étude ont montré que l'ipilimumab
augmente la survie globale des patients, sans différence notable dans la médiane de survie entre
les patients recevant lipilimumab en monothérapie et ceux recevant la combinaison
gp100/ipilimumab. Les effets bénéfiques du traitement se sont montrés durables a long
terme!®®, Cette étude encourageante a conduit a I’approbation de cet AcMo par la FDA en 2011.
Néanmoins, cette thérapie peut présenter des effets indésirables importants (> grade 3), liés a
une activation augmentée ou excessive du systéme immunitaire. Ces effets indésirables peuvent
étre dose-limitants et les arréts de traitement pour cause de toxicité excessive ont concernés

prés de 10% des patients'?’.

Le tremilimumab a aussi montré des résultats prometteurs dans le traitement des

mélanomes métastatiques. Cependant, méme si les réponses observées étaient durables, |'essai
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clinique de phase Ill a été stoppé pour cause de manque de résultats cliniques suffisamment

probants®®8,

Il existe aussi d’autres AcMo dirigés contre le mécanisme immuno-régulateur lié a
PD-1/PD-L1. PD-1 est un récepteur de la famille de CD28 exprimé sur les lymphocytes T activés,
les lymphocytes B et les monocytes. Il régule négativement I'activation antigénique et la
prolifération des lymphocytes T et provoque leur anergie. Ses ligands spécifiques, PD-L1 et
PD-L2, sont exprimés sur certaines cellules immunitaires et dans différents types de tissus non
lymphoides et conférent un effet protecteur contre les lymphocytes T auto-réactifs’®®. PD-L1
peut également étre exprimé sur les cellules tumorales dans de nombreux cancers??. Dans ce
contexte, on comprend que le couple PD-1/PD-L1 constitue un mécanisme majeur de I'immuno-
évasion des tumeurs. Il existe aujourd’hui 3 AcMo et une protéine de fusion ciblant PD-1 et 3
AcMo dirigé contre PD-L1. Le nivolumab, un AcMo anti-PD-1, a été testé en essai clinique de
phase | et Il dans différents types de cancers (mélanomes, carcinomes rénaux, cancers du
poumon non a petites cellules...). Jusqu’ici, les résultats obtenus ont été positifs, avec des
réponses significatives et durables (stabilisation de la maladie, régression des lésions
tumorales)'®®, Ces résultats ont été observés y compris dans des pathologies ou les
immunothérapies n’avaient pas rencontré un grand succées. De plus, il semble que le nivolumab
entraine moins d’effets indésirables séveres que d’autres immunothérapies comme IL-2 ou
I'ipilimumab. Ceci pourrait étre un avantage important pour une utilisation combinée avec
d’autres agents thérapeutiques. Actuellement, ces études se poursuivent dans des essais
cliniques de phase 112!, Un autre AcMo ciblant PD-1, le penbrolizumab, a été récemment
approuvé par la FDA et est sous le coup d’une Autorisation Temporaire d’Utilisation (ATU) dans

le traitement des mélanomes métastatiques en France?®2,

Ces nouvelles stratégies de traitement, visant directement les mécanismes d’'immuno-
échappement tumoral, montrent des résultats prometteurs jusqu’ici et ouvrent de nouvelles

perspectives intéressantes dans le traitement des cancers.
AcMo agonistes des molécules de costimulation

Une autre possibilité pour améliorer la réponse immunitaire spécifique antitumorale est

de favoriser les signaux de costimulation nécessaires a la pleine activation des lymphocytes T.
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Ainsi, plusieurs AcMo agonistes des molécules de costimulation des lymphocytes T comme
CD40, 0X40, CD137 ou encore CD27 sont en cours de développement. Certains de ces AcMo
sont en test dans des essais cliniques de phase 11°3, Cette approche avait déja été envisagée il y
a quelques années avec un AcMo superagoniste de CD28. Un essai clinique incluant six
volontaires sains s’est déroulé pour tester cet AcMo mais il s’est soldé par un échec cuisant. En
effet, uneinjection unique de I’AcMo chez les six volontaires a provoqué un « choc cytokinique »,
correspondant a un syndrome de libération massive de cytokines pro-inflammatoires, mettant
les patients en danger de mort?%, Cependant, les études pré-cliniques concernant la famille des
récepteurs au TNF, comme CD27 ou CD137, semblent indiquer que ces molécules pourraient

étre de bonnes cibles thérapeutiques®®3.
Antibody-drug conjugates et antibody-radioconjugates

Ces agents thérapeutiques sont des composés comprenant un AcMo couplé a un agent
toxique ou un radio-élément. lls ont été congus sur I'idée que I’AcMo peut cibler spécifiquement
les cellules tumorales et donc acheminer directement dans la tumeur le composé toxique qui lui

est lié1%%.

Il existe actuellement sur le marché deux spécialités de type ARC (Table 3). Toutes les
deux sont indiquées dans le traitement du lymphome folliculaire. Lorsque I’AcMo se fixe a sa
cible (CD20 pour les deux), le complexe ARC/cible est internalisé et le radioélément émet
directement au sein de la cellule tumorale. Cependant, il faut rappeler que le CD20 est
également exprimé sur les lymphocytes B sains. Donc, lors de son injection, le composé ARC va
aussi éliminer les lymphocytes B sains et par la méme occasion, exposer toutes les autres cellules
hématopoiétiques a I'élément radioactif. Cet inconvénient peut étre pallié en partie par des
injections préalables d’AcMo non couplés au radioélément, qui vont saturer les lymphocytes B
sains et permettre d’augmenter le taux de composés ARC au sein de la tumeur. La déplétion
temporaire des lymphocytes B sains est rapidement récupérée par la suite. Actuellement, une

dizaine d’agents thérapeutiques de ce type sont en cours d’essais clniques?°4,

Le principe des ADC est le méme que pour les ARC. L’AcMo va cibler spécifiquement la
cellule tumorale et I’ADC sera internalisé. Suivant la nature du lien entre le composé toxique et

I’AcMo, le composé actif sera libéré dans différents compartiments cellulaires. Cependant, le

96



INTRODUCTION

lien qui relie le composé actif et I’AcMo doit étre finement étudié, pour que le composé actif ne
soit pas libéré prématurément mais qu’il soit tout de méme relargué dans la tumeur. Jusqu’a
récemment, deux spécialités pharmaceutiques de type ADC étaient approuvées par la FDA

(Table 3). Mais le gemtuzumab ozagamicin a été retiré du marché pour manque d’efficacité?%.
V-1-2- Le transfert adoptif de lymphocytes T cytotoxiques

Cette stratégie de traitement repose sur le transfert adoptif d’'un grand nombre de
lymphocytes T cytotoxiques sélectionnés pour leur forte affinité pour les Ags tumoraux. Ces
lymphocytes peuvent étre d’origine autologue ou allogénique. Par exemple, les TILs peuvent
étre extraits apres résection tumorale et amplifiés in vitro avec de I'lL-2. Les lymphocytes T
peuvent aussi étre d’origine sanguine ou étre génétiquement modifiés pour exprimer un TCR

ciblant un Ag tumoral spécifique®®93,

Ce type de traitement n’est pas utilisé en routine en oncologie. Et pour cause, il présente
certaines limitations non négligeables : difficultés de développement in vitro, demi-vie trées
courtes des cellules ré-injectées chez le patient, colt... D’autant que ce type de thérapie
correspond vraiment a des traitements au cas par cas du fait de la restriction HLA des

lymphocytes T3,

La demi-vie des cellules injectées peut étre augmentée en réalisant des chimiothérapies
de préparation pour induire une lympho-déplétion. Ceci présente un double avantage. D’une
part, cela permet de diminuer le taux de cellules immunosuppressives dans le
microenvironnement de la tumeur (Tregs en particulier). D’autre part, la prise de greffe apres le
transfert adoptif est plus efficace car il y a plus d’espace dans les organes lymphoides

secondaires®®.

Ces techniques ont été améliorées avec |'aide des vecteurs lentiviraux et rétroviraux. La
figure 37 illustre trois stratégies d’immunothérapies impliquant des lymphocytes T
transgéniques. Par exemple, dans le cas des lymphocytes T hétérologues, il est possible de
collecter un clone réactif contre une tumeur chez un patient et de le modifier pour qu’il devienne
HLA-compatible pour un autre patient®®3. A titre d’exemple, nous pouvons citer I’étude réalisée

par Johnson et al. et qui avait pour but de tester une thérapie par ACT pour traiter des patients
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atteints de mélanomes métastatiques. Pour obtenir des TCR hautement réactifs contre les Ags
de mélanomes, ils ont réalisé un criblage de lymphocytes T (TCR humains) et ont également
immunisé des souris avec des Ags tumoraux de mélanome (TCR murins). Les génes codant ces
TCRs ont été inclus dans des vecteurs rétroviraux puis introduits dans des lymphocytes T
périphériques autologues de 36 patients avant transfert adoptif. Au final, des réponses cliniques
objectives (régressions des lésions) ont été observées chez 30% des patients qui ont recu des
lymphocytes T avec TCR humains et 19% des patients qui ont eu les lymphocytes T avec TCR
murins. Cependant, les thérapies ont aussi provoqué des effets indésirables de type auto-

immunitaires (uvéites, destruction des mélanocytes normaux dans la peau, I'ceil et I'oreille)2%>,

Figure 37 : Méthodes pour modifier génétiquement les lymphocytes T afin de leur conférer une spécificité contre
des Ags associés aux tumeurs. Extrait de °.

V-2- Immunothérapies actives

L'immunothérapie active correspond a I'immunisation du patient avec un Ag de tumeur

et a 'activation de la réponse antitumorale spécifique qui en résulte. Ce procédé nécessite donc
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d’identifier des Ags tumoraux et implique les CPA, les DCs en particulier, les lymphocytes T CD4

et les CTLs!3.

On peut distinguer deux types d’Ags tumoraux utilisés dans ces procédés, les TSA (tumor-
specific antigens) et les TAA (tumor-associated antigens). Les TSA sont des Ags exprimés
spécifiquement par les tumeurs. lls ont I'avantage d’éliciter une réponse immune puissante et
trés spécifique contre les cellules tumorales?%®. Cependant, ce type d’Ags est rarement trouvé
sur les tumeurs, ce qui constitue un facteur limitant dans le développement de vaccins ciblant
de tels Ags. En outre, ce type de vaccin peut exercer une forte pression de sélection sur la tumeur
conduisant a I’émergence de clones tumoraux résistants a la thérapie. Les TAA sont des Ags issus
d’une protéine mutée, la protéine normale étant exprimée sur les tissus sains. C'est le cas
notamment du CEA dans le cancer de la prostate ou de la protéine HER2/neu dans le cancer du
sein et les cancers gastro-oesophagiens?”’. Ces Ags sont plus courants donc la création d’un
vaccin les ciblant est plus aisée. Par contre, ils générent une réponse immune moins forte et la

vaccination avec ces Ags peut engendrer des effets indésirables liés a I’auto-immunité%®,

Il existe deux types de vaccins en oncologie : les vaccins a visée prophylactique et les
vaccins thérapeutiques. Parmi les vaccins prophylactiques, le plus connu aujourd’hui est le
Gardasil®, qui protége contre quatre sérotypes de HPV (6, 11, 16 et 18) et qui est indiqué dans
la prévention de certains cancers gynécologiques et anaux?®®. En ce qui concerne les vaccins
thérapeutiques, un seul a ce jour a été approuvé par la FDA pour son utilisation en clinique. Il
s’agit du sipuleucel-T (Provenge®) indiqué dans le traitement du cancer de la prostate. Ce vaccin
est congu pour obtenir une réponse immune dirigée contre I’Ag PAP (prostate acid phosphatase)
exprimé par les cellules cancéreuses de la prostate. Pour cela, des PBMCs autologues sont
incubées avec la protéine de fusion PA2024, combinant I’Ag PAP recombinant et du GM-CSF
recombinant. L’activation des APCs dans les PBMCs est assurée par du GM-CSF additionnel.
Ainsi, les APCs « chargées » en Ag PAP vont activer et induire I'expansion clonale des
lymphocytes T spécifiques de cet Ag. Aprés moins de trois jours d’incubation, les cellules
cytotoxiques peuvent étre ré-injectées chez le patient. Cette méthode a montré des résultats
intéressant avec une augmentation de la médiane de survie globale de 4,1 mois (survie a 36

mois : 31,7% dans le groupe traité par sipuleucel-T contre 23% dans le groupe recevant le
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placebo)?®. Jusqu’ici, ce type de méthode utilisant I'activation ex vivo des DCs avec un Ag

spécifique a donné les résultats les plus prometteurs?%°,

V-3- L'immunomodulation

L’activation ou l'inhibition des cellules du systeme immunitaire sont régulées par un
ensemble de récepteurs et de facteurs solubles trés divers. Tous ces éléments peuvent
représenter des cibles thérapeutiques potentielles en oncologie. Nous avons déja évoqué les
stratégies impliquant le ciblage des « immune checkpoints » et des molécules de costimulation
activatrices. Il est également possible de stimuler les réponses immunitaires de type Thl en
injectant des cytokines recombinantes. En effet, ces derniéres sont souvent essentielles dans
I'initiation ou le maintien d’une réponse immune efficace. En immunothérapie anticancéreuse,
elles permettent d’amplifier la réponse immune cytotoxique en agissant sur les DCs, les
lymphocytes T et les cellules NK. La limitation principale de leur utilisation résulte de leurs effets
pléiotropiques qui sont source de nombreux effets indésirables?!!. Trois cytokines essentielles
dans les réponses immunitaires ont beaucoup été étudiées en oncologie : I'lFN-qa, I'IL-2 et le

GM-CSF.
LU'interféron-a

C'est la cytokine qui est utilisée depuis le plus longtemps en immunothérapie
anticancéreuse. Son potentiel thérapeutique a été évalué dans plusieurs types de cancers solides
et d’hémopathies malignes. Bien que ses indications soient plus restreintes aujourd’hui, I'lFN-a
reste encore largement utilisé dans le traitement de certains cancers, comme les mélanomes
métastatiques par exemple?!?. Cette cytokine exerce deux types d’action sur les tumeurs. D’'une
part, comme les IFN de type Il, elle agit directement sur les cellules cancéreuses en bloquant leur
prolifération. D’autre part, elle joue un réle activateur important dans les réponses immunes
antitumorales. Pourtant négligé pendant longtemps, cet aspect de la bioactivité de I'lFN-a
semble néanmoins plus important que 'effet cytotostatique pour la réponse antitumorale?3,
L'IFN-a possede un large spectre d’action. En effet, il participe a la différenciation des monocytes
sanguins en DCs et a leur activation, en augmentant I'expression des molécules du CMH de classe

| a leur surface. De plus, I'IFN-a promeut d’'une maniere générale les réponses immunitaires de
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type Th1, notamment via son activité sur les CTLs2!4. Ainsi, il a été montré que I'IFN-a participe
in vivo a I"'amplification et la survie a long-terme des CTLs en réponse a un Ag spécifique?®. En
immunothérapie, I'lFN-a a aussi été testé en combinaison avec des vaccins peptidiques dans le
traitement du mélanome métastatique. Son utilisation a été corrélée avec une augmentation
importante des CTLs sanguins spécifiques des Ags du vaccin?'®, Ces études démontrent I'intérét
de cette cytokine comme adjuvant en immunothérapie anticancéreuse. En revanche, les
traitements incluant I'lIFN-a s’"accompagnent quasi-systématiquement de manifestations auto-

immunes telles que thyroidites, diabétes de type |, hépatites ou encore vascularites?!2,
L’interleukine-2

L'IL-2 est le facteur de croissance le plus important des lymphocytes T et des cellules NK.
L'amplification de ces cellules par I'lL-2 peut étre induite tant in vitro qu’in vivo. De plus, I'IL-2
soutient aussi leur maturation et leurs fonctions effectrices. Il est donc tout a fait logique que

cette cytokine soit utilisée depuis longtemps en immunothérapie anticancéreuse?’.

Son potentiel thérapeutique est réellement connu depuis les années 1980. En effet, dans
une étude publiée en 1985, 25 patients atteints de tumeurs solides métastatiques, en échec
thérapeutique avec d’autres traitements, ont été traités avec des doses croissantes d’IL-2 toutes
les 8 heures. Ceci permettait de maintenir une concentration sérique efficace pour induire la
réponse immunitaire antitumorale. Les doses s’échelonaient de 60 000 IU/kg a 600 000 IU/kg.
Parmi les 25 patients, 4/7 atteints de mélanomes métastatiques et 3/3 atteints de carcinomes
rénaux ont montré des régressions tumorales partielles ou complétes. Certains de ces patients
ont méme été complétement guéris. Ce fut la premiére fois qu’une manipulation sur le systeme

immunitaire dans un but thérapeutique permettait d’obtenir de tels résultats?.

D’autres études cliniques ont suivi et ont montré des résultats encourageants. Ces études
ont conduit la FDA a approuver l'usage thérapeutique de I'IL-2 recombinante dans le traitement

des carcinomes rénaux métastatiques en 1992 et dans les mélanomes métastatiques en 1998 27,

Cependant, 'usage de I'lL-2 dans les thérapies reste limité en raison de sa forte toxicité
intrinseque, provoquant notamment fievre, frissons, malaise et altérations des fonctions

hépatiques. Ces symptomes restent généralement sous controle avec les traitements adaptés.
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Ce qui pose plus de probléemes aux cliniciens est le syndrome de fuite capillaire engendré par
cette cytokine. Ce syndrome se traduit par une oligurie, des cedemes généralisés, des arythmies
cardiaques et des hypotensions. Si le phénomeéne n’est pas contrélé, des défaillances multi-
organiques peuvent se produire, pouvant aller jusqu’a la mort du patient?!”2°, Cette forte
toxicité a obligé les cliniciens a envisager des traitements avec des doses d’IL-2 plus faibles, mais
les résultats des essais cliniques ont clairement démontré le bénéfice de fortes doses d’IL-2 par
rapport aux faibles doses. Ainsi, I'apparition de thérapies ciblées comme l'ipilimumab remet

quelque peu en question son utilisation?®.
Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor

Le GM-CSF est un facteur de croissance des lignages myéloides ayant un large spectre
d’action sur le systéme immunitaire. Une de ses propriétés particulierement intéressante en
oncologie est sa capacité a induire la différenciation et la maturation des monocytes en DCs.
Ainsi, cette cytokine peut promouvoir I'ensemble de la réponse immunitaire antitumorale

puisqu’elle va indirectement augmenter les populations de CTLs via son action sur les DCs?%°,

Plusieurs études, notamment sur des patients atteints de mélanomes métastatiques, ont
évalué le potentiel thérapeutique du GM-CSF en oncologie, dans différentes stratégies de
traitement. Certains de ces tests n‘ont pas donné de résultats concluants. Dans les études
cliniques ol le GM-CSF était utilisé comme traitement adjuvant apres résection tumorale, les
résultats étaient inconstants et décevants. |l en a été de méme pour les tests ou le GM-CSF était
associé a des chimiothérapies ou utilisé comme adjuvant dans les vaccins thérapeutiques?%.
Pourtant, concernant cette derniere application, rappelons que le seul vaccin thérapeutique

approuvé en oncologie est le sipuleucel-T, qui inclut des injections de GM-CSF recombinant.

En revanche, I'usage du GM-CSF semble prometteur dans les traitements basés sur des
virus oncolytiques. Par exemple, le T-VEC ou Oncovex®™-CF est un agent thérapeutique dérivé
de I'Herpes simplex virus-1 (HSV-1). C’est un virus oncolytique atténué et modifié génétiquement
pour produire du GM-CSF humain au sein de la tumeur. Dans une étude de phase 2 menée sur
des patients atteints de mélanomes de grade Il ou IV non résécables incluant 50 patients, 8 ont

eu une rémission compléte et 5 une réponse partielle. La survie globale a un an était de 58%.
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Chez les patients répondeurs, un important infiltrat lymphocytaire a été observé dans les Iésions

ainsi qu’une diminution du taux de cellules régulatrices??'.

Toujours dans le traitement du mélanome, le GM-CSF a également montré de bons
résultats en combinaison avec l'ipilimumab. En effet, Hodi et ses collaborateurs ont présenté en
2013 les résultats d’'une étude randomizée multicentrique de phase Il. Cette étude a montré que
I’association du GM-CSF avec l'ipilimumab permettait d’augmenter la suvie globale des patients
par rapport a l'ipilimumab seul, sans augmentation de la toxicité du traitement. Il semblerait
méme que le GM-CSF induise une meilleure tolérance au traitement?%2. Ainsi, ces deux derniéres
études montrent que le GM-CSF posséde un potentiel intéressant pour les immunothérapies du

cancer, notamment dans les traitements des mélanomes métastatiques.

D’autres cytokines ayant des effets immuno-modulateurs importants, comme I'lL-12, ont
déja été testées en clinique, ou sont en passe de I’8tre??3. Les recherches dans ce domaine

pourraient donc amener des développements cliniques intéressants dans les années a venir.

V-4- Les lymphocytes T Vy9V62 en immunothérapie anticancéreuse

Les lymphocytes Ty6 sont de bons candidats pour les immunothérapies anticancéreuses
du fait de leur activation antigénique non restreinte aux molécules du CMH, de leur amplification
rapide et de leur potentiel cytotoxique envers de nombreux types de cellules cancéreuses. De
plus, les lymphocytes Ty6 font partie des TILs présents dans le microenvironnement de certaines

tumeurs, suggérant leur implication naturelle dans I'immunité antitumorale®118224,225,

Chez 'Homme, les deux sous-populations majoritaires de lymphocytes Ty6, les V&1 et
V62, ont fait I'objet d’études concernant leur potentiel antitumoral. Les lymphocytes T V61 ont
montré une forte activité cytotoxique contre les cellules cancéreuses dans les leucémies
lymphoides et myéloides aigues, les leucémies lymphoides chroniques et les myélomes multiples
primaires?26-228_ Certaines études montrent que I’on peut induire une forte expansion ex vivo de
lymphocytes T V61 (et V62) a partir de PBMCs en utilisant des molécules d’activation non
spécifiques??’:22%230 Cependant, I'absence d’Ags connus pouvant spécifiquement activer leur
TCR reste une limitation importante dans le développement de thérapies a base de lymphocytes

T V&1. Les études pré-cliniques et les essais cliniques portant sur les lymphocytes Tyb se sont
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donc concentrés pour la plupart sur les lymphocytes T Vy9V62. En effet, le développement de
PAgs synthétiques comme le BrHPP ou l'utilisation déja validée des ABPs en clinique simplifient

la mise en ceuvre de telles thérapies.

Plusieurs études pré-cliniques ont démontré la faisabilité d’immunothérapies
anticancéreuses avec des lymphocytes T Vy9V62. La souris ne possédant pas cette sous-
population de lymphocytes Tyd, le modéle pré-clinique de choix chez le rongeur est I'utilisation
de souris immunodéprimées SCID (Severe Combined Immunodeficiency) xénogreffées avec des
tumeurs humaines. Kabelitz et ses collaborateurs ont utilisé de telles souris avec des xénogreffes
de mélanomes ou d’adénocarcinomes pancréatiques humains. Puis, ils ont réalisé un transfert
adoptif de lymphocytes T Vy9V62 humains amplifiés avec un PAg ou un ABP couplé a de I'IL-2.
Ces lymphocytes Tyd sont cytotoxiques in vitro envers les cellules cancéreuses et sécréetent de
I'IFN-y et du TNF-a. Les injections répétées de lymphocytes T Vy9V62 couplées a des injections
d’alendronate et d’IL-2 permettent de tripler le temps de survie moyen des souris porteuses de
mélanomes et de doubler celui des souris porteuses d’adénomes pancréatiques?3!. D’autre part,
des études ont été réalisées sur des macaques Cynomolgus, qui portent les mémes lymphocytes
T Vy9V62 que 'homme. Dans ces modeéles, les chercheurs ont évalué I'amplification in vivo des
lymphocytes T Vy9V62 avec injection directe en intraveineuse de PAg (BrHPP) ou d’ABP couplé
a de I'lL-2 a faibles doses!?3232, |’administration a fortes doses de BrHPP ne provoque pas de
toxicité chez les singes mais n’induit pas de prolifération des Ty8. De plus, des injections répétées
de PAg diminuent la réponse proliférative suggérant une anergie des lymphocytes Ty5'%3. La
costimulation avec I'lL-2 engendre une amplification transitoire mais trés importante des
lymphocytes T Vy9V62. Apres amplification, ils ont un phénotype Tcw et Tem et sécrétent de
I"IFN-y et du TNF-a!?3%32, De plus, les études menées chez la souris et le macaque Cynomolgus
portant sur les capacités d’ADCC des lymphocytes Tyd montrent aussi le potentiel thérapeutique

de ces cellules??>:233,234,

Les lymphocytes T Vy9V62 expriment le récepteur CD16A%235, Plusieurs études
montrent le potentiel d’ADCC in vitro de ces lymphocytes activés par des PAgs ou du zoledronate
en combinaison avec le TTZ, I'alemtuzumab ou différents AcMo ciblant les lymphocytes B (RTX,
GA101, ofatumumab)?34236.237 Ces résultats ont été confirmés in vivo dans des modéles de

souris immunodéprimées??>?33 et des macaques Cynomolgus?3* mais aussi ex vivo avec des
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patients atteints d’hémopathies malignes, de cancers du sein ou de cancers
pancréatiques?2>233.236.238 | ag l[ymphocytes T Vy9V62 expriment CD137L, ligand de la molécule
de costimulation CD137 exprimée par les cellules NK. Cette interaction augmente |'activation
des cellules NK et renforce leur potentiel cytotoxique, ce qui augmente encore plus le

phénomeéne d’ADCC?3%2%0 (Figure 38).

Figure 38 : Mécanismes d’ADCC des lymphocytes T Vy9V52 et des cellules NK. Extrait de 26,

Augmenter I’ADCC des lymphocytes Tyd ou des cellules NK est une stratégie intéressante
pour lutter contre les cellules cancéreuses naturellement résistantes a I’activité cytotoxique de
ces effecteurs. Pour cela, Oberg et ses collaborateurs ont congu des Ac bi-spécifiques anti-
CD3/anti-HER2 ou anti-Vy9/anti-HER2 permettant d’activer les lymphocytes Tyd tout en ciblant
les cellules pancréatiques exprimant HER2/neu. Ces deux Ac potentialisent I'activité d’ADCC des
lymphocytes Tyd en augmentant leur sécrétion de granzyme et de perforine. Ainsi, ils observent
une réduction de la croissance tumorale dans des souris immunodéficientes xénogreffées avec
des tumeurs pancréatiques aprés transfert adoptif de lymphocytes T Vy9Vb2 et de I'Ac anti-
Vy9/HER2233,

Ces études pré-cliniques ont ouvert la voie vers I'élaboration de protocoles
d’'immunothérapies anticancéreuses chez I’'Homme et depuis 2003, plusieurs essais cliniques de

phase | et Il ont vu le jour. Différentes stratégies sont possibles, celles basées sur le transfert
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adoptif de lymphocytes T Vy9V62 autologues amplifiés ex vivo a I'aide d’'une combinaison de
PAg ou d’ABP et d’IL-2, ou celles basées sur I'amplification directe in vivo des lymphocytes T

Vy9V62 en utilisant des cycles de traitement combinant PAg ou ABP et IL-2 (Figure 39).

Figure 39 : Les stratégies d’‘immunothérapies antitumorales basées sur les lymphocytes T Vy9Vé2.
N-BP : amminobiphosphonates. Extrait de 2.

L'efficacité des thérapies a base de transfert adoptif de cellules a été estimée au cours
de plusieurs études incluant des patients avec des cancers solides variés?*124 et des myélomes
multiples?*>. Dans ces essais cliniques, les lymphocytes Tyd étaient amplifiés ex vivo a partir de
PBMCs autologues avec une combinaison de PAg ou ABP et IL-2. Leur caractérisation
phénotypique avant ré-injection montre que la plupart des lymphocytes T Vy9V62 amplifiés sont
des Tem ou des Tem. Dans la majorité des cas, le traitement comprenant plusieurs cycles
d’injections cellulaires plus ou moins couplées a des injections d’IL-2 a été bien toléré. Des
résultats cliniques encourageants ont pu étre observés dans certains cas : stabilisation de la
progression clinique, ralentissement ou diminution de la progression tumorale, diminution des
marqueurs biologiques tumoraux... Un cas de rémission compléte a méme été observé chez un
patient atteint d’un carcinome rénal avec métastases pulmonaires?*®. L’utilisation de

lymphocytes T Vy9V62 marqués par un radioélément a permis de déterminer les sites privilégiés

106



INTRODUCTION

dans lesquels s’établissent les lymphocytes Tyd : les poumons, le foie, la rate et dans certains
cas des sites métastatiques différents de ces organes?*’. Izumi et ses collaborateurs ont réalisé
un essai clinique avec transfert adoptif de lymphocytes Tyd sans injection additionnelle d’IL-2
chez les patients atteints de cancers colorectaux. Dans cette étude, le nombre absolu de
lymphocytes Tyd se maintenait apres I’arrét des injections de cellules, méme en absence d’IL-2.
Les auteurs ont donc suggéré la possible implication d’un facteur endogéne tel que I'lL-2 ou

I'IL-15 pour le maintien de cette population cellulaire?4®.

Plusieurs groupes ont aussi testé la toxicité et I'efficacité de la combinaison ABP/IL-2 sur
I"amplification in vivo des lymphocytes T Vy9V82. Ces études incluaient des patients atteints
d’hémopathies malignes?*’, de carcinomes rénaux®>°, de cancers du sein ou de la prostate
métastatiques?*?2°1252 Globalement, en raison d’une adaptation rigoureuse des doses d’IL-2
injectées, le traitement a été bien toléré par I'ensemble des sujets. Ces études ont mis en
évidence plusieurs points importants. D’une part, bien que les ABPs seuls parviennent a activer
les T Vy9V&2, I'amplification in vivo est strictement dépendante de I'IL-224%2°1, D’autre part, dans
I’étude menée par Lang et ses collaborateurs, I'administration répétée de zoledronate et d’IL-2
a conduit a une diminution du pourcentage des lymphocytes Tyd au cours des cycles de
traitement?>°, en adéquation avec les résultats observés chez les singes traités plusieurs fois par
PAg'%3. Enfin, dans la majorité des cas, les patients n’ayant pas d’amplification des lymphocytes
Tyd apres traitement ont eu une progression de leur maladie tandis que les patients répondant
au traitement ont eu des progressions cliniques stabilisées, voire des rémissions partielles, avec
une augmentation du temps de survie. Dans ces cas |a, I’évolution favorable de la maladie est

corrélée avec I'augmentation des lymphocytes Tyd dans le sang.

La bonne tolérance des PAg synthétiques tel que le BrHPP ayant déja été testée en étude
pré-clinique®?3, son efficacité et sa toxicité en combinaison avec de faibles doses d’IL-2 ont
également été évaluées in vivo sur un panel de 28 patients porteurs de différentes tumeurs
solides incluant entre autres des carcinomes rénaux, des cancers colorectaux, des cancers du
sein avec des métastases pulmonaires ou osseuses. Dans cette étude, la combinaison BrHPP/IL-2
a été bien tolérée par les patients, avec des effets indésirables dose-limitants uniquement a

fortes doses de BrHPP. La majorité des patients ont eu une augmentation BrHPP dose-
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dépendante des lymphocytes T Vy9V62 dans le sang et selon les criteres d’évaluation de réponse

au traitement RECIST, 12 maladies stables et 16 maladies progressives ont été observées?>3,

Bien que ces résultats soient encourageants, un certain nombre de points restent
limitants pour l'utilisation de ces thérapies?>*. Un grand nombre de patients inclus dans ces
études ne répondent pas aux traitements, quelque que soit la stratégie utilisée. Plusieurs raisons
peuvent étre évoquées. De nombreux mécanismes, décrits dans la suite de cet exposé,
participent a I'immuno-échappement tumoral et peuvent empécher I'efficacité de la thérapie?*>.
Un exemple d’étude illustre ces mécanismes. Kunzmann et ses collaborateurs ont mené un essai
clinique de phase I/l avec des patients atteints de carcinomes rénaux, de mélanomes malins et
de leucémies aigues myéloides ol les lymphocytes Tyd étaient ciblés directement in vivo par
injection de zoledronate et d’IL-2. Chez ces patients, ils ont pu observer une amplification des
lymphocytes Tyd produisant de I'IFN-y. Pourtant, aucune réponse clinique objective n’a été
observée chez les patients atteints de tumeurs solides. De plus, le taux sérique de VEGF

augmentait et était corrélé avec I'absence de réponse clinique?°®.

D’autre part, nous avons vu que la stimulation directe in vivo par injections répétées de
PAg ou d’ABP peut parfois conduire a une anergie des lymphocytes Tyd, avec une récupération
des capacités prolifératives trés longue?®. Il faut aussi noter que la nécessité absolue d’IL-2
exogene reste un probléme majeur dans I'utilisation de ce type de thérapie. Dans les stratégies
basées sur un transfert adoptif, les cellules sont amplifiées ex vivo avec de I'lL-2 et PAg ou ABP.
L’IL-2 induit I'expression de FasL sur les cellules activées, ce qui en retour induit 'AICD des
cellules®’. Mais c’est surtout I'utilisation d’IL-2 in vivo qui pose probléme. En effet, nous avons
déja évoqué la toxicité intrinséque trés importante de cette cytokine?!®. Celle-ci peut conduire 3
I'utilisation de doses maximales tolérées qui s’averent sub-optimales et donc étre source

d’échecs thérapeutiques?192%8,

Plusieurs pistes existent pour améliorer I'efficacité thérapeutique de ces protocoles. Ces
thérapies pourraient étre couplées a l'utilisation d’AcMo tel que le RTX dans les hémopathies
malignes puisque cette combinaison a déja démontré son efficacité dans les modeles

précliniques. La toxicité des lymphocytes TyS pourrait également étre améliorée en jouant sur
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I’activation induite par les ligands de NKG2D?2%8, Enfin, il est essentiel d’identifier de nouveaux

facteurs de croissance pouvant remplacer I'lL-2 dans ces thérapies.

L'IL-33, présentée précédemment et dont la signalisation est y.-indépendante, pourrait

étre une molécule candidate pour remplacer I'lL-2 dans ces immunothérapies anticancéreuses.
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Lesimmunothérapies anticancéreuses par les lymphocytes T Vy9V62 représentent une
stratégie thérapeutique prometteuse dans le traitement de certains cancers. En effet, le fait
gue certaines cellules cancéreuses aient une expression dérégulée de PAg ajouté au fait que
les lymphocytes T Vy9V52 reconnaissent ces PAgs dans un contexte de non restriction par les
molécules du CMH explique I'intérét suscité par ces cellules par rapport aux autres cellules
immunitaires cytotoxiques pour les immunothérapies anticancéreuses. Cependant, leur
utilisation reste limitée. Comme les lymphocytes T Vy9V62 constituent une population
minoritaire dans le sang, I'efficacité des traitements repose sur leur expansion préalable,
notamment réalisée a I'aide d’IL-2. L'utilisation combinée de I'IL-2 avec un PAg tel que le
BrHPP ou du zolédronate a montré son efficacité dans plusieurs essais cliniques. Cependant,
I'lL-2 possede une forte toxicité intrinseque, qui impose d’utiliser des doses sub-optimales
pouvant é&tre source d’échecs thérapeutiques?*. Tous les récepteurs des cytokines de la
famille de I'lL-2 ont en commun la chaine gamma (y.) et les voies de signalisation en aval de
cette chaine sont responsables de cette toxicité. Il est donc important d’identifier de nouvelles
molécules pouvant induire I'amplification des lymphocytes T Vy9V62, dont la transduction du

signal soit yc-indépendante.

L’IL-33, dont le récepteur ne recrute pas cette chaine y lors de la signalisation, pourrait
étre une de ces molécules. Cest une alarmine naturellement présente dans le
microenvironnement de certaines tumeurs?®!. Elle posséde un large spectre d’action sur les
cellules du systeme immunitaire, étant capable d’induire ou d’amplifier des réponses
immunitaires de type Thl ou Th2 selon le contexte inflammatoire?%3’3, Cette cytokine
pluripotente a montré un intérét thérapeutique dans de nouvelles stratégies de traitement
des cancers3¢04%% Néanmoins, sa bioactivité sur les lymphocytes T Vy9V62 n’avait encore

jamais été étudiée.

L’objectif de mes travaux de recherche au cours de mon doctorat était de déterminer
si I'lL-33 peut potentialiser les fonctions anticancéreuses des lymphocytes T Vy9Vé2, dans le
but d’évaluer son intérét thérapeutique en immunothérapie anticancéreuse. Au cours de
cette étude, nous avons démontré que I'lL-33 potentialise la prolifération et I'amplification
des lymphocytes T Vy9V62 activés par un PAg, le BrHPP. Cette découverte a fait I'objet d’un

dépbt de brevet (Duault et al., 2012, EP12306385) et nous a amené a étudier tant I'impact de
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I'IL-33 sur les fonctions antitumorales des lymphocytes T Vy9V62 que le mécanisme de cette
prolifération. Cette étude a été réalisée en collaboration avec I'équipe de Jean-Philippe Girard

(IPBS, Toulouse, France), qui nous a fourni I'lL-33 pour ces travaux.

L’article qui suit, actuellement en cours de soumission, synthétise les résultats obtenus

au cours de mes travaux de doctorat sur ce projet.
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Abstract

Human Vy9* T cells are unconventional lymphocytes activated by non-peptide antigens, the
phosphoantigens as BrHPP. These HLA-unrestricted cells recognize a wide array of tumor cells
to which they respond by secreting pro-inflammatory cytokines and cell-mediated
cytotoxicity. Their efficacy in cancer immunotherapy is demonstrated but appears strongly
limited by the toxicity of IL-2 which is essential for their expansion. In order to substitute this
toxic y-chain dependent cytokine, we evaluated the efficiency of IL-33, a y-chain independent
cytokine, on the expansion of Vy9* T cells. The IL-1 family member IL-33 is an alarmin
constitutively expressed in the nucleus of endothelial cells in the tumor microenvironment.
This cytokine is a well-known inducer of Th2 type cells but it also displays a great potential for
sustaining Th1-polarized immune responses.

We showed in this study that IL-33 enhances the proliferation and amplification of BrHPP-
activated Vy9* T cells. Moreover, IL-33-induced Vy9* T cells display Thl-type cytokine
expression, especially TNF-a, and cytolytic activity against tumor cells. Furthermore, we
highlighted an original mechanism for the IL-33-induced proliferation of Vy9* T cells which is

an indirect mechanism exclusively depending on a contact of Vy9* T cells with CD4 T cells.

Altogether, these results suggest that IL-33 represents an alternative to IL-2 in Vy9* T cell-

based immunotherapies.
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Introduction

Human y& T cells comprise several subsets of cells defined by their T-cell receptor (TCR). Cells
expressing the Vy9* TCR are the most prominent in peripheral blood and represent 1 to 3% of
mononuclear cells. These cells are considered as unconventional T lymphocytes due to their
TCR recognizes non peptidic small molecules called phosphoantigens (PAgs). These
phosphorylated metabolites are produced by the cholesterol pathway in microbial pathogens
1 and tumors cells 2. Their MHC-unrestricted cytotoxic activity against malignant cells has
raised expectations for their use in therapeutic applications for cancer. In vitro, PAg-
stimulated Vy9* T cells proliferate, secrete pro-inflammatory cytokines and chemokines, and
exert a potent cytotoxic activity against a broad spectrum of hematopoietic or solid
malignancies®*. Their ability to interact with cancer cells explains that tumor-infiltrating Vy9*
T cells were detected in numerous types of malignancies>®. In addition, because various
selective agonists for human Vy9* T cells have been synthesized, as BrHPP’ or
aminobisphosphonates (NBP)8, several studies involving macaque monkeys >° and clinical
trials in cancer patients have demonstrated in vivo the potential of PAg-activated Vy9* T cells
for cancer immunotherapies 1. The efficiency of these clinical trials is always associated with
an increase of the number of Vy9* T cells. However, the proliferation of PAg or NBP-activated
Vy9* T cells either in vitro or in vivo requires an exogenous supply of IL-2 which represents a
limitation of these trials because of its toxicity. All advantages and drawbacks of co-injection
of PAg/IL-2 described in the review of Fournie et al. highlight the need for investigating new
methods that will activate Vy9* T cells using IL-2-free protocols.

IL-33 is a cytokine initially found associated with the chromatin in the nucleus of endothelial
cells form High Endothelial Venules (HEV) and thus designated NF-HEV (Nuclear Factor from
HEV) 1213, This is the ligand of ST2, a member of the IL-1 receptor family belonging to the Toll-
like receptor (TLR)/IL-1R (TIR) superfamily 4. IL-33 is constitutively expressed by HEVs,
specialized blood vessels mediating lymphocytes recruitment in lymphoid organs, 2 , by
endothelial cells in many normal human tissues, epithelial cells, dermal fibroblasts and
keratinocytes in tissues exposed to the environment >, In abnormal circumstances, IL-33 can
also be highly expressed during a mechanical or an UV stress ®'7 | in atherosclerosis *® and in

inflammatory and autoimmune diseases such as asthma %2, Finally, IL-33 is abundantly
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expressed in the nucleus of endothelial cells in human tumor tissues such as kidney, stomach,
liver and pancreas °.

IL-33, inactivated by caspase cleavage during apoptosis, is not secreted from cells as most
cytokines but released passively during necrosis of damaged cells. It was thus proposed similar
to an alarmin, alerting the immune system by promoting chemoattraction and activation of
innate and adaptive immunity 2422, When released, IL-33 exerts a dual function amplifying
both Thl and Th2-polarized immune responses according to the cells expressing ST2. I1L-33
promotes the recruitment of Th2 T cells and eosinophils in vitro and in vivo to an inflammatory
lesion and induces the cytokine production IL-5 and IL-13 by Th2 lymphocytes 142324, |t also
strongly activates type 2 innate lymphoid cells (ILC2) and mast cells when administrated in
mouse 2?7, Human blood derived basophils respond to IL-33 by production of several pro-
inflammatory cytokines and enhanced adhesion, integrin expression, chemotaxis,
degranulation and survival 2>26:282% |-33 also induces up-regulation of cell-surface expression
of MHC class 1l molecules and CD86 on dendritic cells 3°. Moreover, I1L-33 administration also
amplifiesimmunoregulatory CD11b* Gr-1* myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) and CD4*
CD25" FoxP3* regulatory T cells in mice 3L,

On the opposite, IL-33 increases in vitro production of IL-4 and IFN-y by human iNKT 2 and in
association with IL-12 enhances iNKT and NK cell production of IFN-y. Moreover, IL-33
enhanced clonal expansion of iNKT in IL-33-treated mice %2. In addition, IL-33 induces NK cells
and CD8 T cells cytotoxic activity in vitro 32 and can drive protective antiviral CD8 T cells
responses in vivo 33, Thus, IL-33 is a multi-talented immune player that promotes both Th2
and Th1l immune responses. However, despite a large literature on these actions, its impact
on y& T cells has never been studied.

Detection of tumor-infiltrating Vy9*T cells in a broad spectrum of malignancies and expression
of IL-33 in numerous human tumor tissues lead us to examine the biological properties of this
alarmin/cytokine on the functions of Vy9*T cells.

We found that IL-33 amplifies in vitro PAg-activated Vy9* T cells. The combination of PAg and
IL-33 is as effective as the classical association PAg/IL-2 for the promotion of Vy9*T cell anti-
cancer functions in term of both cytokine expression and direct tumor cell lysis. Moreover, we
highlighted in this study an original mechanism for the IL-33-induced proliferation of Vy9* T

cells which is an indirect mechanism exclusively depending on a contact of Vy9* T cells with
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CDA T cells. Thus, we consider this molecule as a novel potential cytokine which could replace

the toxic exogenous IL-2 in PAg-activated Vy9* T cell-based clinical trials.

Materials and methods

Antibodies and reagents

The following conjugated mAbs to human molecules were used: FITC-conjugated anti-TCR Vy9
and anti-perforin, PE-conjugated anti-CD3, anti-CD8, anti-TCR Vy9, anti-IFN-y and anti-TRAIL,
PE-Cy5-conjugated anti-CD107a, PE-Cy7-conjugated anti-IL-4, anti-CD25, anti-CD27 and anti-
TNF-a, APC-conjugated anti-IL-10, Alexa Fluor 647-conjugated anti-Granzyme B and their
respective isotype controls purchased from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France); FITC-
conjugated anti-CD7, anti-CD161, anti-CCR5, anti-CXCR3 and anti-CRTH2, PE-conjugated anti-
CCR6, PE-Cy5-conjugated anti-CD28, PE-Cy7-conjugated anti-CCR6, Pacific Blue-conjugated
anti-IL.-17a, anti-CD19, and anti-CD45RA, Brilliant violet 421-conjugated anti-CD3, anti-CD4
and anti-CD117, Brilliant violet 570-conjugated anti-CD3 and anti-CD56, APC-conjugated anti-
TCR Vy9, APC-Cy7-conjugated anti-CD14 and anti-CD20 and their corresponding isotype
controls from Ozyme (Saint-Quentin en Yvelines, France); PE-conjugated anti-NKG2D, PE-Cy5-
conjugated anti-CD56, PE-Cy7-conjugated anti-CD4, anti-CD16 and anti-CD127 and their
respective isotype controls from Beckman Coulter (Villepinte, France); PE-conjugated anti-
CD1c, anti-CD141, anti-CD304 and anti-NKG2A and their corresponding isotype controls from
Miltenyi Biotec (Paris, France); PE-Cy7-conjugated and APC-Cy7-conjugated anti-CD3
purchased from Clinisciences (Nanterre, France); APC-conjugated anti-KIR and its isotype
control were gifted by Innate Pharma (Marseille, France); PE-conjugated anti-hST2 and its
isotype controls were purchased from R&D Systems (Lille, France).

BrHPP was provided by Innate Pharma. a-BTN3A mAb was given by Daniel Olive (CIML,
Marseille, France). rhiL-2 was from Sanofi-Aventis (Toulouse, France). rhiL-33112-270 was kindly
gifted by JP Girard's team (IPBS, Toulouse France). Carboxyfluorescein succinimidyl ester
(CFSE) was purchased from Life Technologies (Saint-Aubin, France). Brefeldin A and 4',6'-
diamidino-2-phénylindole (DAPI) were from Sigma Aldrich (Lyon, France). Chromium-51

radionuclide was obtained from Perkin Elmer (Courtaboeuf, France).
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Vy9* T cell cultures

Human PBMC were isolated from healthy donors using density gradient centrifugation with
Ficoll-Paque Plus (Thermo Fischer Scientific, lllkirch, France) and cultured at 1,5.10° cells / ml
in RPMI 1640 (Lonza, Les Mureaux, France) supplemented with 2 mM L-glutamine (Lonza),
100 pg/ml streptomycin, 100 IU/ml penicillin, 1 mM sodium pyruvate (PAA, Velizy-
Villacoublay, France) and 10% Fetal clone | (Thermo Fischer Scientific), referred later as
complete medium. To obtain Vy9 primary cell lines (y6-pcl) containing more than 50% of Vy9*
T cells, BrHPP 3 uM was added to the PBMC culture at day 0 and 400 IU/ml of rhiIL-2 (IL-2 y6-
pcl) or rhiL-33 (100, 500 or 1000 ng/ml) (IL-33 y&-pcl) were added at day 0 and every 3 days.

Proliferation assays

Freshly isolated Vy9*T cells (v, purity 2 90%) were obtained by negative magnetic cell sorting
(Miltenyi Biotec) from freshly isolated PBMC.

Specific population depletions were performed from freshly isolated PBMC by positive
magnetic cell sorting (Miltenyi Biotec) targeting: CD14, CD19, CD4, CD8, CD56, CD1c, CD141
or CD304. For ILC2 isolation, PBMC were stained with lineage markers CD3, CD14, CD20, CD56
and CD117 and CD127 and the cells were sorted by automatic fluorescent cell sorting with the
BD FACSAria lll.

v6, PBMC and depleted PBMC were labeled with CFSE 1 uM for 8 min at 37°C and cultured
(1,5.10° to 3.10° cells / ml) in 96-well plates in complete medium with BrHPP (100 nM) or IPP
(1 uM) or zoledronate (10 uM) or a-BTN3A 20.1 mAb (10 ug/ml) and rhIL-33 (100, 500 or 1000
ng/ml) or rhiL-2 (100 IU/ml) for 6 days. For the specified experiments, blocking anti-CD25 mAb
(10 pg/ml) or blocking anti-IL-2 (20 pg/ml) or their respective isotype control (R&D System)
were added in the culture. Then, CFSE dilution in TCR Vy9* CD3* cells was evaluated by flow
cytometry analysis.

For the proliferation assay using the Transwell system, magnetically purified CD4 T cells (5.10%)
were placed in the upper chamber and CD4 T cell-depleted PBMC (2.10°) were placed in the
lower chamber in complete medium (96-Multiwell Insert System; BD Biosciences) then

cultured for 6 days as described above.
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Phenotype and intracellular expression of cytokines and lytic granules

5.10° cells from IL-33 y&-pcl or IL-2 y&-pcl were stained for the described surface markers and
analyzed by flow cytometry analysis.

For intracellular cytokine and lytic granule expression, cells from IL-33 y&-pcl or IL-2 y&-pcl
were co-cultured for 4 hours with Daudi cells (effector/target ratio 1:1) in 96-well plates in
complete medium with Brefeldin A 10 pg/ml. Then, cells were fixed with PBS 2%
paraformaldehyde and permeabilized with PBS 5% FCS 1% saponin (Sigma-Aldrich) and

stained for 30 min with the specified mAb for flow cytometry analysis.

Cytotoxicity assay

IL-33 y&-pcl or IL-2 y&-pcl were co-cultured with Daudi cells (effector/target ratio: 1/1) in
96-well plates in complete medium with anti-CD107a mAb (5ug/ml) and with or without anti-
FasL, anti-TRAIL or both (10 pug/ml). After 4 hours, cells were stained with anti-TCR Vy9, anti-
CD3 and anti-CD20 mAbs, and then resuspended in PBS * DAPI (10 pg/ml). Analysis of CD107a

expressed by Vy9* T cells and DAPI staining of Daudi cells were performed by flow cytometry.

S1Cr release assay

Cells from IL-33 y&-pcl or IL-2 y&-pcl were co-cultured with Daudi cells at 3 effector/target ratio
30:1, 10:1, 3:1 for 4 hours in 96-well plates in complete medium. Specific lysis by cells from IL-
33 y&-pcl or IL-2 y&-pcl was measured by standard °!Cr release assays. The lysis rates were
obtained by (experimental release - spontaneous release) / (maximum release - spontaneous

release) x 100.

ILLIRL1 gene expression analysis

Raw data files were downloaded from the NCBI repository GEO database. These comprised 12
samples of highly purified TCRVg9* gd cells (>98% purity) : 4 “resting controls” samples, 4 “6h
after activation” samples and 4 “7 days after activation” samples (from GSE27291 3%). Data
were analyzed with GEO2R platform and the relative mRNA expression profile of ILIRL1 was

obtained with data of IL1IRL1 expression normalized with data of GAPDH expression.
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Flow cytometry analysis
Flow cytometry analysis were performed on BD LSRIlI cytometer (BD Biosciences) and data

were processed with Cytobank software (www.cytobank.org).

Statistical analysis

Data are expressed as means * SEM, as specified in the legends of the figures. Differences
between groups were analyzed using paired two-tailed Student’s t-test for experiments with
n 2 5 independent experiments or Wilcoxon’s test for experiments with n < 5 independent

experiments. Statistical analysis were performed with the software Prism.

Results

IL-33 induces in vitro proliferation of human Vy9* T cells

In vitro proliferation of BrHPP-activated Vy9* T cells requires the presence of exogenous IL-2.
Here, we tested if IL-33 is able to induce proliferation of these cells as IL-2 does. CFSE-stained
freshly isolated PBMC were cultured for six days in the presence of BrHPP and IL-2 or IL-33 at
different doses. Figure 1A shows the CFSE dilution on the gated Vy9* T cells when cultured
with BrHPP and IL-2 or IL-33. We observed that IL-33, as IL-2, induces the BrHPP-activated Vy9*
T cell proliferation in a dose-dependent manner. The percentage of divided Vy9* T cells
reached about 80% in the two cases (Figure 1B). From a culture of PBMC containing about 1%
of Vy9* T cells (0,1 million), we obtained after 9 days of culture about 85% of Vy9* T cells (13
millions) in the presence of IL-2 and an average of 50% with IL-33 (5 millions) (Figure 1C, 1D).
Existence of other Vy9* T cells specific activators led us to test the effect of IL-33 in
combination with zoledronate which is an ABP, and isopentenyl pyrophosphate (IPP), a natural
PAg. Considering the recent advances in the field of Vy9* T cell PAg activation by the discovery
that anti-BTN3A 20.1 antibody specifically activates Vy9* TCR3>, we tested the combination of
IL-33 and this antibody on the proliferation of Vy9* T cells. We found that the enhanced

proliferation of Vy9* T cells in the presence of IL-2 or IL-33 was equivalent when cells were
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activated by the zoledronate or the a-BTN3A 20.1 antibody instead of the BrHPP. IL-33 also

increases IPP-activated Vy9* T cell proliferation but in a lesser extent than IL-2.
IL-33 or IL-2-induced Vy9 T cells display the same antitumor functions

Given that IL-33 promotes the proliferation of Vy9* T cells, we investigated how it can
modulate Vy9* T cell phenotype and functions. First, we generated primary cell lines of Vy9*T
cells by culturing during 9 days freshly isolated PBMC with a combination of BrHPP and IL-33
(IL-33 y&-pcl) or BrHPP and IL-2 (IL-2 y6-pcl).

We analyzed by flow cytometry the expression of some surface markers classically expressed
on Vy9* T cells, as chemokines receptors (CCR5, CCR6, CXCR3) or molecules implicated in
costimulation (CD16, CD28, KIR, NKG2D, NKG2A) or cytotoxicity (TRAIL, CD161). Figure 2A
shows that IL-2 y6-pcl and IL-33 y&-pcl display exactly the same profile of molecule expression
regarding the tested markers. Moreover, the majority of IL-33-induced Vy9* T cells exhibit an
effector/memory phenotype (CD27  CD45RA’) such as the IL-2-induced Vy9* T cells (Figure 2B).
Then, we studied the anti-cancer functions of these two types of y6-pcl. In this purpose, we
performed co-cultures of these y6-pcl with the Daudi lymphoma cell line. We showed that
Vy9* T cells from IL-33 y6-pcl express IFN-y in the same proportion than those from IL-2 y6-pcl
upon a contact with Daudi cells, without significant distinction between the different doses of
IL-33 (Figure 2C and S1A). However, the proportion of Vy9* T cells expressing TNF-a is
significantly increased in IL-33 y&-pcl induced with 100 or 500 ng/ml of IL-33, compared to IL-
2 y6-pcl (Figure 2C and S1B). Moreover, such as IL-2, IL-33 doesn’t modify the expression of
IL-4, IL-10 or IL-17 (Figure S1C). Concerning the cytolytic functions, we analyzed the
intracellular perforin and granzyme B expression by Vy9* T cells and showed no significant
differences between IL-33 y&-pcl and IL-2 y&-pcl (Figure 2D). Then, we tested the antitumor
efficacy of these Vy9* T cells against the Daudi lymphoma cell line. We analyzed the expression
of CD107a by Vy9* T cells and evaluated the lysis of the Daudi targets either with the staining
by the viability marker DAPI or in a standard °!Cr release assay. We observed a similar
expression of CD107a by Vy9* T cells in IL-33 y&-pcl compared to those in IL-2 y6-pcl upon a
contact with Daudi cells (Figure 2E). Moreover, we obtained a similar level of DAPI* Daudi cells
and >'Cr release when Daudi cells were co-cultured with I1L-33 y&-pcl or with IL-2 y&-pcl (Figure

2F and 2G). W9* T cells exert their cytotoxic functions against cancer through different
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mechanisms, including surface expression of TNF-family death receptor ligands TRAIL and Fas
ligand (FasL). So we tested if blocking of FasL, TRAIL or both could modulate the cytotoxic
activity of IL-33 y&6-pcl. We showed that used alone or in combination, blocking antibodies
anti-FasL and anti-TRAIL didn’t decrease the cytotoxic activity of IL-33 y&-pcl or IL-2 y&-pcl
(Figure 2F).

Thus, Vy9* T cells amplified by a combination of BrHPP and IL-33 display a Thl-polarized
phenotype and anti-tumor functions through IFN-y and TNF-a expression and cytotoxic

properties.

IL-33-induced Vy9* T cell proliferation is CD4 T cells contact-dependent and CD25-dependent

To elucidate the mechanism of the IL-33-induced Vy9* T cells proliferation, we tested first if
the IL-33 could have a direct effect on the Vy9* T lymphocytes. Thus, we analyzed the ST2
expression by unstimulated or BrHPP/IL-33-activated Vy9* T cells. We showed that these cells
didn’t express ST2 at their surface when stimulated or not with BrHPP and IL-33 (Figure 3A).
This was confirmed by the absence of expression of ST2 gene (IL1RL1) by unstimulated or
BrHPP-stimulated Vy9* T cells as shown in the transcriptomic data in figure 3B. We also
measured the proliferation of magnetically purified y6 T cells from freshly isolated PBMC
analyzing their CFSE dilution in the presence of BrHPP and IL-33. In agreement with the
absence of expression of ST2 by Vy9* T cells, we observed no CFSE dilution in y6 when they
are cultured with IL-33 compared to the culture with IL-2 (Figure 3C). Thus, IL-33 didn’t induce
the proliferation of purified BrHPP-activated Vy9* T cells compared to IL-2 and we concluded
for an indirect effect of IL-33 on this proliferation.

Since IL-33 can activate different cell types resulting in a large broad of biological effects as
described in the literature, we suggest a mechanism involving a by-stander population. To find
which cells are involved in the Vy9* T cell proliferation via IL-33, we performed experiments
with freshly isolated PBMC depleted in different cell types. ILC2, a minority population of
PBMC, were recently identified as an important target of IL-33. Thus, we tested if the depletion
of ILC2 could be implicated in the IL-33-induced Vy9* T cell proliferation. First, we verified the
presence of ILC2 in fresh PBMC based on their previously described phenotype 2> (Figure 4A).

Then we isolated ILC2 and Vy9* T cells using fluorescent cell sorting and cultivated these cells
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together with IL-2 or IL-33. We showed that IL-33 didn’t induce the proliferation of Vy9*T cells
in the presence of ILC2 (Figure 4B).

Then, we analyzed the proliferation of Vy9* T cells from PBMC cultures depleted in CD4* or
CD8* or CD56* or CD19" or CD14* cells or dendritic cells. First, we showed that depletion of
CD8* or CD56* or CD19* or CD14"* or dendritic cells had no impact on IL-33-induced Vy9* T cell
proliferation. However, depletion of CD4* T cells drastically inhibited the IL-33-induced Vy9*T
cell proliferation compared to undepleted PBMC and to the culture with IL-2 (Figure 5A).
Then, we tested if the contact of Vy9* T cells with the CD4* T cells was essential to their
proliferation in the presence of IL-33. We analyzed the proliferation of Vy9* T cells in CD4* T
cell-depleted PBMC with CD4* T cells placed in the upper compartment of a Transwell® insert
(Tw) system. We showed that whereas the separation by the Tw system didn’t inhibit the IL-2
induced Vy9* T cells proliferation, the separation between CD4* T cells and CD4* T cells-
depleted PBMC prevented the induction of the proliferation by the IL-33. Furthermore, such
as IL-2, IL-33 induced Vy9* T cell proliferation in a reconstituted system with purified yé and
purified CD4* T cells (Figure 5B).

IL-2 is an essential growth factor for T lymphocytes, including y6 T cells, and CD4* T cells are
the major source of IL-2 in the mononuclear cells. Therefore, we measured the IL-2 level in
supernatants of PBMC cultured in the presence of BrHPP and IL-33. We found that increased
IL-33 concentration did not raise the IL-2 concentration in the culture supernatant (not
shown). However, IL-33-induced Vy9* T cells proliferation was completely abolished when
PBMC were cultured in the presence of anti-IL-2 blocking antibody (Figure 5C). Moreover, we
showed that CD25 blocking on PBMC cultured with 1L-33 decreased drastically the Vy9* T cell
proliferation (Figure 5D). Finally, we tested CD25 expression by Vy9* T cells and CD4 T cells in
cultures of PBMC in the presence or absence of BrHPP and with or without IL-33 or IL-2. The
figure 5E shows that PAg-activated Vy9* T cells express CD25 which is increased by IL-33 and
decreased by IL-2. On the other side, CD4 T cells expressed a very small amount of CD25 in the
presence of IL-2 or IL-33.

Thus, the proliferation of BrHPP-activated Vy9* T cells induced with IL-33 requires a contact

between Vy9*T cells and CD4* T cells and involved the CD25 receptor.
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Discussion

IL-33 has emerged as a pleiotropic immune regulator, implicated in both Th2/regulatory and
Th1 type immune responses 3. However, despite its proven multifunction on Th2 cells, CD8*
T cells and NK cells, the IL-33 immunomodulation had never been studied on y& T cells and
particularly on human Vy9* T cells, an important anti-tumor immune cell type.

In this study, we showed that IL-33 induce proliferation and amplification of PAg-activated
Vy9* T cells. We evidenced bystander population dependence for this induction. This was first
supported by no expression of the IL-33 receptor ST2 by Vy9* T cells and no proliferation of
freshly sorted Vy9* T cells in the presence of PAg and IL-33. Actually, PBMC cultures depleted
in different populations showed that CD4* T cells were essential to the proliferation of Vy9* T
cells thanks to IL-33 while this proliferation via IL-2 is not dependent on another cell
population. CD4* T cells were already described as helper cells for the Vy9* T cell proliferation
activated by Mycobacterium tuberculosis, known to produce PAg %’. In this study they found
that the helper effect of CD4* T cells was mediated by soluble factors as IL-2. Thus, we
investigated if IL-33 stimulation could activate IL-2 production in the culture supernatant and
IL-2 expression by CD4* T cells. We didn’t find increasing amount of IL-2 in the supernatant of
cultures with IL-33. However, blocking of the a-chain of IL-2 receptor by an anti-CD25 antibody
or blocking of soluble IL-2 with an anti-IL-2 antibody inhibited drastically the Vy9* T cell
proliferation. Thus, endogenous IL-2 is necessary in the IL-33-induced proliferation. The
increase expression of CD25 by Vy9* T cells in the presence of IL-33 could explain the
undetectable increase of IL-2 in the supernatant with the direct capture of IL-2 by Vy9* T cells.
This can be support by an autocrine IL-2 production by Vy9* T cells. Indeed, TCR activation has
been shown to induce autocrine IL-2 production that promotes survival and proliferation of
Vy9* T cells 38, Moreover, these authors showed that CD28 expressed by naive Vy9* T cells
synergizes with the TCR to induce autocrine IL-2 production by Vy9* T cells. Sperling et al. also
showed that CD28-mediated costimulation is necessary for the activation of TCR-yd T cells and
can occur through CD28 interaction 3°. Given that the contact with CD4* T cells was absolutely
necessary to the Vy9* T cell proliferation in the presence of IL-33 and that CD4* T cells are able
to express B7, the ligand of CD28 %°, Vy9* T cells could interact with CD4* T cells through the

interaction CD28/B7 to induce autocrine IL-2 production. Moreover, it is well known that
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additional stimulation from adhesive interactions between costimulatory receptors on T cells
and their ligands on APC lead to optimal proliferation of T cells initiated via ligation of the
CD3/TCR complex L. Lots of these receptors and ligands have been described as expressed by
T cells. The interaction CD40/CD40L could also be involved in the costimulation Vy9* T cells /
CD4* T cells when this interaction was described as inducer of CD25 expression by Vy9* T
cells*2, Thus, we can speculate on an induction of autocrine IL-2 production by the interaction
of Vy9* T cells and CD4* T cells coupled to an increase of CD25 expression by Vy9* T cells when
these cells are cultured in the presence of IL-33. However, if literature shows several examples
of polarized CD4* T cells activated by IL-33, in our hands no ST2 antibody detected this
receptor on naive CD4* T cells or on these cells in PBMC cultivated with IL-33. Thus, the role
of IL-33 on CD4* T cells in our system remains unclear and will be investigated with a global

approach of gene expression profile.

Beside the induction of proliferation, we showed that the IL-33-induced Vy9* T cells express
Th1 type cytokines expression IFN-y and TNF-a, without increasing of IL-4. Interestingly, IL-33
has been found to be a better inducer than IL-2 for the TNF-a expression by Vy9* T cells.
Furthermore, Vy9* T cells amplified by culture with a combination of BrHPP and IL-33 display
high direct cytotoxic functions against tumor cell lines as IL-2 induced Vy9* T cells. This
cytolytic functions highlight the potential of PAg-activated Vy9* T cells for cancer
immunotherapy already demonstrated in vivo but limited by the toxicity of IL-2 essential in
these therapies. The efficacy of these clinical trials is always associated with an increase of
Vy9* T cell compartment due to the proliferation induction by IL-2. Given our results, IL-33
could be an alternative to IL-2 in these Vy9* T cell-based immunotherapies. Furthermore, the
abundant expression of IL-33 by endothelial cells in various human tumor tissues *° leads to
the question of the impact of this cytokine on immune cells such as y6 T cells which can be
observed in the microenvironment of the tumor. Our study showed that not only IL-33 would
not be a suppressive cytokine but in addition could sustain a strong Th1-polarized immune
response of Vy9 T cells as described recently in case of CD8*T cells and NK cells in tumor tissues
associated to the inhibition of tumor growth and metastasis by IL-33 expressed by tumor cells
43, To conclude, this study suggests that IL-33 could be a promising alternative to IL-2 in Vy9*

T cell-based immunotherapies.
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Legends to figures

Figure 1: IL-33 induces BrHPP-activated Vy9* T cell proliferation. A. CFSE dilution in Vy9*T
cells after a 6 days culture of PBMC with or without BrHPP 100 nM and with or without 100
IU/ml of IL-2 or IL-33 at three doses (100 ng/ml, 500 ng/ml, 1000 ng/ml). B. Mean of the
percentages * SEM of divided Vy9* T cells in the presence of IL-2 or three doses of IL-33 (O :
100, @ : 500, M : 1000 ng/ml) for 10 independent experiments. C and D. C. Representative dot
plot of the percentages and D. Absolute number of Vy9* T cells after 9 days of culture of PBMC
stimulated by BrHPP 3 uM and IL-2 (400 IU/ml) or IL-33 (500 ng/ml) (11 independent
experiments). E. CFSE dilution in Vy9* T cells after a 6 days culture of PBMC in the presence
BrHPP (100 nM) or IPP (10 uM) or zoledronate (1 uM) or a-BTN3A 20.1 (10 pg/ml) and with
or without 100 IU/ml of IL-2 or 500 ng/ml of IL-33. Representative histogram overlay of 11

independent experiments. * indicates p < 0.05, Student’s paired t test.

Figure 2: Cytotoxic activity of IL-33-induced Vy9* T cells. A. Expression of surface receptors
by the Vy9* T cells from an IL-2 y&-pcl (black line) or an IL-33 y&-pcl (red line) compared to
isotype control (filled histogram). Representative histograms of 6 independent experiments.
B. Different subsets of naive and memory Vy9* T cells present in IL-33 y&-pcl compared to IL-2
v6-pcl. Contour plot representative of 6 independent y6-pcl. C-F. Co-culture of IL-2 y6-pcl or
IL-33 y&-pcl induced with 100, 500 or 1000 ng/ml of IL-33 with Daudi target cells for 4 hours,
with an effector / target ration 1:1. C. Intracellular IFN-y and TNF-a expression by Vy9* T cells
from IL-2 y&-pcl or IL-33 y&-pcl. Ctrl: y&-pcl without target. Representative dot plots out of 7
(IFN-y) or 4 (TNF-a) independent experiments. D. Intracellular expression of perforin and
granzyme B by Vy9* T cells from IL-2 y&-pcl or IL-33 y&-pcl. Representative histogram overlay
of 7 independent experiments. E. Expression of CD107a by Vy9* T cells from an IL-2 y&-pcl or
an IL-33 y&-pcl. Ctrl: yb6-pcl without target. Representative histogram overlay of 15
independent experiments. F. Dapi staining in Daudi cells after 4 hours of co-culture with IL-2
v6-pcl or IL-33 y&-pcl in the presence or not of blocking antibodies for FasL or TRAIL or both.
Representative histogram overlays of 15 independent experiments. G. Standard >'Cr release

assay. Mean of the percentages of specific lysis of Daudi cells after 4 hours of co-culture with
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IL-2 y&-pcl (O) or IL-33 y6-pcl (@: 100, M: 500, A: 1000 ng/ml) at three effectors / target

ratios (6 independent experiments).

Figure 3: IL-33 has not a direct effect on the Vy9*T cells. A. Relative expression of ILLRL1 mRNA
by fresh Vy9* T cells or activated by BrHPP and IL-2 for 6 hours or 7 days. B. ST2 expression by
unstimulated (black line) or BrHPP/IL-33 stimulated (dotted line) Vy9* T cells compared to the
isotype control (filled histogram). C. CFSE dilution in Vy9* T cells after 6 days of culture of PBMC
or purified Vy9* T cells with or without BrHPP (100 nM) and IL-2 (100 IU/ml) or IL-33 (500

ng/ml).

Figure 4: Peripheral blood ILC2 are not involved in the IL-33-induced proliferation of Vy9* T
cells. A. Upper panel: gating strategy used for cell sorting of ILC2 from freshly isolated PBMC.
Lower panel: Phenotype of unstimulated freshly purified ILC2. B. CFSE dilution in Vy9* T cells
cultured for 6 days in PBMC or reconstituted system with y& and freshly isolated ILC2 with or
without BrHPP 100 nM and IL-2 100 IU/ml or IL-33 100, 500 or 1000 ng/ml.

Figure 5: IL-33-induced Vy9* T cell proliferation is CD4* T cell contact-dependent and CD25-
dependent. A. Percentage of divided Vy9* T cells in BrHPP/IL-2 (O) or BrHPP/ IL-33 (H)
activated PBMC depleted in monocytes or dendritic cells or NK cells or B lymphocytes or CD8*
T cells or CD4* T cells compared to the undepleted PBMC control and to the untreated control
(d) (3 independent experiments). * indicates p < 0.05, Wilcoxon’s test. B. CFSE dilution in Vy9*
T cells in cultures of PBMC, CD4* T cell-depleted PBMC, Transwell® system (bottom: CD4* T
cell-depleted PBMC/top: purified CD4* T cells) or reconstituted system with y& * purified CD4*
T cells for 6 days with or without BrHPP 100 nM and with or without 100 IU/ml of IL-2 or IL-33
at three doses (100 ng/ml, 500 ng/ml, 1000 ng/ml). C. Amplification of PAg activated-Vy9* T
cells in cultures of PBMC with IL-2c or IL-33 for 6 days in the presence of anti-IL-2 blocking
antibody or isotype. C. Percentage of divided Vy9*T cells in the presence of BrHPP 100 nM and
IL-2 100 IU/ml or IL-33 500 ng/ml and in the presence of anti-CD25 antibody 10 pg/ml () or
the isoptype control (H) (5 independent experiments). D. CD25 expression on Vy9*T cells and
CD4* T cells cultured as described in C. Representative histogram overlays of 5 independent

experiments. * indicates p < 0.05, Student’s t test.
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Supplemental data

Figure S1: Vy9* T cells induced by IL-33 express Th1 type cytokines upon a contact with tumor
cells. Co-culture of IL-2 y&-pcl or IL-33 y&-pcl induced with 100, 500 or 1000 ng/ml of IL-33
with Daudi target cells for 4 hours, with an effector / target ration 1:1. A and B. Means * SEM
of the percentages of Vy9* T cells A. IFN-y* or B. TNF-a* in IL-2 y&-pcl or IL-33 y6-pcl. Ctrl: y6-
pcl  without target (7 (IFN-y) or 4 (TNF-a) independent experiments).
C. Intracellular expression of IL-4, IL-10 and IL-17 by Vy9* T cells from IL-33 y6-pcl or IL-2 y6-pcl.
Ctrl: y&-pcl without target. Representative histogram overlays of 6 independent experiments.
* indicates p <0.05, Student’s t test for IFN-y expression by IL-33 y6-pcl or IL-2 y&-pcl in contact

with Daudi cells versus Ctrl and Wilcoxon’s test for TNF-a expression.
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RESULTATS SUPPLEMENTAIRES

Les lignées IL-33 y&6-pcl possédent une activité cytotoxique antitumorale similaire aux

lignées IL-2 y6-pcl

Nous avons déja montré que les lignées primaires de lymphocytes T Vy9V52 induites
avec de I'lL-33 (IL-33 y6-pcl) ont une activité cytotoxique identique aux lignées primaires
induites avec de I'lL-2 (IL-2 yb-pcl) vis-a-vis de la lignée de lymphome de Burkitt Daudi. Les
cellules Daudi sont connues pour étre une trés bonne cible des lymphocytes T Vy9V62. Nous
avons donc voulu vérifier si I'activité cytotoxique des lignées IL-33 y6-pcl s’exerce sur d’autres
types de lignées cancéreuses hématopoiétiques. Pour cela, nous avons généré des lignées IL-
33 yb6-pcl et des lignées IL-2 yb-pcl a partir de PBMC de mémes donneurs sains comme décrit
précédemment et nous avons réalisé des tests standards de relargage du °Cr avec différents
types de lignées tumorales telles que RL (lymphome folliculaire), NCEB1 (lymphome du

manteau), Raji et Ramos (lymphomes de Burkitt).

Méthodologie :

Des cellules issues de lignées IL-33 y&-pcl induites avec 500 ng/ml d’IL-33 ou IL-2 y&-pcl ont
été mises en culture en milieu complet pendant 4 heures en plaque 96 puits fond rond avec
les cibles tumorales NCEB1, RL, Raji ou Ramos préalablement marquées avec l'isotope
radioactif >Cr suivant 3 ratios effecteur/cible 30/1, 10/1 ou 3/1. Le pourcentage de lyse
spécifique des cibles tumorales a été mesuré via le test standard de relargage du °Cr et calculé
selon la formule (relargage échantillon - relargage spontané)/(relargage maximum - relargage
spontané) x 100. Le relargage spontané a été mesuré dans le surnageant de culture des cibles
cultivées sans effecteur. Le relargage maximum a été obtenu en mesurant la radioactivité dans

les puits contenant a la fois le surnageant et les cibles marquées au °!Cr, sans effecteur.
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Résultats :

Figure 40 : Les cellules issues des lignées IL-33 y&-pcl et IL-2 y&-pcl possédent la méme activité cytotoxique
vis-a-vis des cibles tumorales hématopoiétiques. Test standard de relargage du °!Cravec des cellules de lignées
IL-33 y6-pcl induites avec 500 ng/ml d’IL-33 (®) ou de lignées IL-2 y6-pcl (®) mises en co-culture avec les cibles
cancéreuses NCEB1, RL, Raji ou Ramos selon les ratios effecteur/cible spécifiés. Les données représentent la
moyenne des pourcentages de lyses pour n=5 expériences indépendantes.

Bien que les lignées IL-33 y6-pcl tendent a avoir une activité cytotoxique moindre vis-a-vis des
cibles tumorales RL et Ramos, aucune différence significative n’a été constatée dans les
pourcentages de lyse spécifique mesurés dans ces expériences, et ceux pour les quatre lignées
hématopoiétiques testées (Figure 40). Ceci montre que les lymphocytes T Vy9V62 induits par
I'IL-33 possedent un réel potentiel cytotoxique antitumoral, comparable a celui des

lymphocytes T Vy9V62 induits par I'IL-2.

L’IL-33 n’est pas toxique pour les PBMC humaines cultivées in vitro

Pour envisager d’utiliser I'lL-33 en remplacement de I'lL2 dans les immunothérapies
anticancéreuses basées sur les lymphocytes T Vy9V62, il faut que cette cytokine réponde a
deux criteres. D’'une part, elle doit posséder le méme potentiel inducteur concernant

I'amplification et les fonctions anticancéreuses des lymphocytes T Vy9Vvé2. L'article 1 et les
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résultats complémentaires présentés ci-dessus adressent cette question. D’autre part, I'lL-33
ne doit pas étre toxique pour les patients. Jusqu’a présent, notre étude ne contient pas
d’expérimentation en modeéle pré-clinique in vivo. Cependant, nous avons tout de méme
évalué la toxicité de I'lL-33 sur nos cultures cellulaires in vitro. Pour cela, nous avons mesuré
la viabilité cellulaire des cellules issues de lignées IL-33 y6-pcl ou de lignées IL-2 y6-pcl au bout

de 9 jours de culture.

Méthodologie :

La viabilité cellulaire dans les cultures est obtenue a I’'aide du compteur de cellules automatisé
ADAM. Deux échantillons homogenes de cellules ont été récoltés dans les cultures de lignées
IL-33 y&-pcl induites avec 100, 500 ou 1000 ng/ml d’IL-33 ou de lignées IL-2 y&-pcl. Sur un des
échantillons, une solution de lyse contenant de I'iodure de propidium est appliquée, ce qui
donne le nombre total de cellules dans la culture. Une solution non lysante avec de 'iodure
de propidium est appliquée sur le deuxieme échantillon et fournit le nombre de cellules
mortes dans la culture. Le pourcentage de cellules vivantes dans la culture est obtenue avec
la formule (nombre total de cellules - nombre de cellules mortes) / (nhombre total de cellules)

x 100.

Résultats :
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Figure 41 : L'IL-33 n’est pas toxique pour les cellules humaines du sang périphérique en culture in vitro.
Pourcentages de cellules vivantes dans les cultures de lignées IL-33 y&-pcl induites avec 100, 500, ou 1000 ng/ml
d’IL-33 ou de lignées IL-2 y&-pcl apres 9 jours de culture. Les données représentent les moyennes + SEM pour
n=11 expériences indépendantes.
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Les lignées de lymphocytes T Vy9V62 induites avec de I'lL-33 aux trois doses utilisées ont
toutes une viabilité supérieure a 80% apres 9 jours de culture in vitro, identique a celle des
lignées cellulaires induites avec de I'IL-2 (Figure 41). Ces données montrent que I'lL-33 n’est
pas toxique pour les cellules humaines du sang périphérique, méme a la plus forte dose

utilisée.
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Conclusion

Notre étude montre que I'lL-33 potentialise la prolifération des lymphocytes T Vy9V62
activés par un PAg. De plus, les lignées de lymphocytes T Vy9V42 induites avec de I'lL-33, au
méme titre que celles induites avec de I'lL-2, sécrétent des cytokines pro-inflammatoires IFN-y
et TNF-a et des granules lytiques. Au final, la combinaison BrHPP/IL-33 semble aussi efficace
dans I'induction des fonctions anticancéreuses des lymphocytes T Vy9V62 que la combinaison
BrHPP/IL-2, comme le montre nos expériences de cytotoxicité cellulaire dirigée contre les

lignées tumorales.

En outre, cette étude souléve un point intéressant quant a la prolifération des
lymphocytes T Vy9Vé62 en présence d’IL-33. En effet, nous avons mis en évidence un
mécanisme complexe impliquant une dépendance aux lymphocytes T CD4 et a I'lL-2. Des
travaux ultérieurs au niveau moléculaire devraient nous permettre d’élucider completement

ce mécanisme.

Enfin, bien que nous n’ayons pas réalisé d’étude préclinique en modele in vivo, nos
données montrent que I'lL-33 ne semble pas toxique sur les cellules humaines du sang
périphérique in vitro, ce qui est un point important pour une utilisation éventuelle en

immunothérapie chez les patients.
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Le caractere non conventionnel des lymphocytes T Vy9Vé62 leur confére un grand
potentiel pour les immunothérapies anticancéreuses. En effet, le fait qu’ils soient activés par
les PAgs produits par les cellules tumorales sans restriction par les molécules du CMH leur
permet de s’affranchir de certains écueils de I'immuno-échappement des tumeurs comme la
diminution de I’expression des Ags tumoraux ou du CMH de classe | par les cellules
cancéreuses. Les essais cliniques de phase | et Il menés a ce jour ont montré la faisabilité
d’immunothérapies basées sur ces lymphocytes et certains ont montré des résultats
encourageants®>*. Nonobstant ces avancées, I'utilisation des lymphocytes T Vy9Vs82 en
thérapies doit encore dépasser certaines limitations, notamment en ce qui concerne la toxicité

de I'lL-2 pour les patients.

L’'IL-33 est une cytokine potentielle pour remplacer I'lL-2 dans ces thérapies. Cette
cytokine a déja montré des propriétés intéressantes comme adjuvant dans les vaccins
thérapeutiques contre le cancer du col de I'utérus3®*. De plus, I'IL-33 est une alarmine
naturellement présente dans le microenvironnement tumoral, exprimée dans les cellules
cancéreuses3?23% et de maniére constitutive dans les vaisseaux tumoraux?®l. Elle partage
aussi de nombreuses caractéristiques fonctionnelles avec HMGBI1. Il n’est donc pas exclu
gu’elle soit impliquée dans les mécanismes de mort immunogénique. Il serait alors intéressant
d’étudier les conséquences de la libération massive d’IL-33 endogéene dans des tumeurs
traitées par des agents inducteurs de mort immunogénique comme le cyclophosphamide par

exemple.

Mes travaux ont montré que l'utilisation d’IL-33 recombinante in vitro permet
d’amplifier les lymphocytes T Vy9V62 activés par un PAg. Nous avons mis en évidence que ce
mécanisme de prolifération est un mécanisme complexe. Pour proliférer en présence d’IL-33,
les lymphocytes T Vy9V62 sont dépendants de la présence des lymphocytes T CD4 dans la
culture. De plus, comme le montre les expériences réalisées avec des Ac bloquant I'lL-2 et le
récepteur CD25, cette prolifération est liée a la présence d’IL-2 endogéne dans la culture.
Pourtant, les dosages ELISA que nous avons réalisés sur nos surnageants de culture n’ont pas
révélé de corrélation entre la concentration d’IL-2 dans les surnageants et les doses

croissantes d’IL-33 (données non montrées). Néanmoins, il est possible que I'lL-2 soit
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consommaée trop vite par les cellules pour que nous puissions la détecter correctement avec

un dosage ELISA.

Les données de la littérature sont claires quant au fait que I'lL-33 active les
lymphocytes Th2 mais pas les lymphocytes Th126%321, pourtant, I'IL-5 et I'IL-13 classiquement
produites par les lymphocytes Th2 ne sont pas connues pour induire la prolifération des
lymphocytes T Vy9Vd2. D’autre part, I'lL-2 est une cytokine plutdt caractéristique des
lymphocytes Th1l. Nous pouvons également noter que les lymphocytes T Vy9V62 amplifiés par
la combinaison PAg/IL-33 possedent toutes les caractéristiques fonctionnelles des
lymphocytes T Vy9V62 classiquement induits a I'lL-2 recombinante exogene et orientés vers
un phénotype Thil. Il semble donc peu probable que des facteurs typiques des réponses

immunitaires Th2 soient impliqués dans ce mécanisme.

Nous pouvons donc nous demander qui des lymphocytes T Vy9V62 ou des
lymphocytes T CD4 sécretent cette IL-2 ? Les lymphocytes T CD4 sont connus comme étant les
principaux sécréteurs d’IL-2 dans les PBMC. Nous avons donc réalisé des marquages
intracellulaires de I'lL-2 dans les lymphocytes T CD4 issus de culture de PBMC activées par du
BrHPP et de I'lL-33. Nous avons aussi utilisé un systéme de capture pour piéger I'lL-2 sécrétée
a la surface des lymphocytes T CD4 puis nous avons marqué |'lL-2 capturée extracellulaire.
Aucune de ces deux méthodes n’a révélé l'expression ou la sécrétion d’IL-2 par les
lymphocytes T CD4. Alors, il est possible que ce soit les lymphocytes T Vy9V62 qui produisent
de I'lL-2 suite au contact avec les lymphocytes T CD4. L’IL-2 agirait ainsi de maniére autocrine.
Le groupe de Bruno Silva-Santos a montré que I'activation du récepteur de costimulation CD28
sur les lymphocytes Tyd humains et murins, couplée a une stimulation anti-CD3, induit la

405 Cependant, que ce soit par des marquages

sécrétion d’IL-2 par ces lymphocytes
intracellulaires ou via la capture extracellulaire, nous n’avons pas détecté d’expression d’IL-2

par les lymphocytes T Vy9V62 dans notre systeme de culture.

Le groupe de D. Kabelitz a montré que la prolifération des lymphocytes T Vy9Vé2 en
réponse a Mycobacterium tuberculosis requiére la présence des lymphocytes T CD4. Ces
lymphocytes T CD4 Th1, activés par des APCs leur présentant les Ags de M. tuberculosis,

produisent de I'lL-2 qui induit la prolifération des lymphocytes T Vy9V524%. Cependant, une
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différence majeure existe entre cette étude et la notre. Dans leur systeme de culture, les
lymphocytes T CD4 étaient activés par des APCs « chargées » avec des Ags tandis que nous
observons la prolifération des lymphocytes T Vy9V62 dans un systéme de culture reconstitué
avec uniquement des lymphocytes T CD4 et des lymphocytes TyS autologues. D’un autre coté,
plusieurs études ont montré que les lymphocytes Tyd peuvent réguler les fonctions des
lymphocytes T CD43%, Dans ce cas, on peut envisager que la prolifération des lymphocytes T
Vy9V82 dans notre systéme soit liée a une interdépendance entre les lymphocytes T CD4 et
les lymphocytes T Vy9V62. Par exemple, il est possible que I'activation par le BrHPP induise
I’expression d’une molécule de surface sur les lymphocytes T Vy9V62 qui va aider a I’activation
des lymphocytes T CD4 stimulés par I'lL-33. En retour, ces lymphocytes T CD4 délivreraient un
signal de costimulation qui induirait la production d’IL-2 par les lymphocytes T Vy9Vd2.
Brandes et ses collaborateurs ont montré qu’en présence de PAg, les lymphocytes T Vy9Vvé62
augmentent leur expression de molécules de costimulation CD80, CD86 et CD40°%. De plus,
les lymphocytes TyS humains et murins activés expriment également la molécule CD40L407408,
Il serait donc intéressant d’étudier quelle est I'implication de ces différentes molécules de

costimulation dans ce mécanisme de prolifération.

Au-dela de la mise en évidence de ce mécanisme original, notre étude montre que les
lymphocytes T Vy9V62 amplifiés a I'aide d’IL-33 et un PAg présentent toutes les fonctions
antitumorales classiguement retrouvées chez ces cellules activées par des PAgs et de I'lL-2.
Mais pour envisager I'utilisation de I'IL-33 en thérapeutique, sa toxicité doit également étre
déterminée. Nos tests in vitro n’ont pas révélé de toxicité particuliere sur les PBMC. In vivo, il
est connu depuis la découverte de I'IL-33 en tant que ligand de ST2 que cette cytokine induit
une splénomégalie et une éosinophilie chez les souris?®?. Son administration exogéne n’est
pas léthale et son expression constitutive de maniére transgénique a méme montré une action
anticancéreuse3®, Le fait que I'lIL-33 provoque une éosinophilie chez les souris pourrait étre
un avantage dans le traitement des cancers. En effets, les polynucléaires éosinophiles
présentent aussi des fonctions anticancéreuses'®%4% || faut également noter que les
éosinophiles expriment un TCR Vy9V62 (parfois aussi V61) complétement fonctionnel. Les
éosinophiles qui expriment ce TCR y6 peuvent étre induits a sécréter des granules lytiques,

des ROS et des cytokines pro-inflammatoires IFN-y et TNF-a par des extraits
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mycobactériens*®. Ainsi, l'utilisation de la combinaison BrHPP/IL-33 en thérapeutique

pourrait avoir des effets bénéfiques inattendus au départ.

Aujourd’hui, il est nécessaire d’étendre notre étude pour passer de I’expérimentation
in vitro a I'expérimentation in vivo. En effet, nous souhaitons établir I'intérét thérapeutique
de la combinaison PAg/IL-33 chez la souris. Pour cela, il est possible de réaliser des xénogreffes
de tumeurs humaines chez des souris immunodéprimées (SCID beige ou NSG), puis de
procéder a un transfert adoptif de PBMCs humaines couplé a des injections de PAg et d’IL-33.
Ainsi, ce systeme permet d’évaluer I'impact de I'IL-33 en tant qu’agent immunothérapeutique
dans une thérapie basée sur I'action spécifique des lymphocytes T Vy9V62. Si ces études
précliniques donnent des résultats satisfaisants, nous pourrons envisager de confirmer ces

résultats chez des primates non humains.

En conclusion, ces travaux de thése représentent une premiére étape vers ce qui
pourrait, a terme, devenir un nouveau protocole d’'immunothérapie anticancéreuse. Ainsi,
cette these illustre la démarche scientifiqgue et la mise en oeuvre des premiéres
expérimentations  nécessaires au  développement de nouveaux protocoles

d’immunothérapies appliquées a I'oncologie.
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LES IMMUNOTHERAPIES DANS LE TRAITEMENT DU CANCER :
EXEMPLE DE LA POTENTIALISATION DE L’ACTIVITE ANTICANCEREUSE DES
LYMPHOCYTES Ty6 PAR L’IL-33

Depuis quelques années, les nouvelles stratégies de traitement du cancer s’orientent vers des thérapies plus
ciblées, comme les immunothérapies, avec I'espoir d’obtenir une plus grande efficacité et moins d’effets
indésirables que les traitements conventionnels. Parmi les stratégies existantes, certaines sont basées sur les
propriétés antitumorales des lymphocytes T Vy9V62. En effet, certaines cellules cancéreuses produisent en grande
quantité des agonistes spécifiques de ces lymphocytes, les phosphoantigénes (PAg). Ainsi activés au contact des
cellules cancéreuses, les lymphocytes T Vy9V62 répondent en sécrétant des cytokines pro-inflammatoires et en
induisant la lyse de leurs cellules cibles par des mécanismes de cytotoxicité cellulaire. Ces propriétés ont déja été
exploitées en immunothérapie et plusieurs essais cliniques de phase | et Il ont montré des résultats prometteurs.
Cependant, I'utilisation de ces thérapies reste limitée en raison de la forte toxicité de I'lIL-2 essentielle a I’expansion
des lymphocytes T Vy9V52. Il est donc nécessaire de trouver de nouveaux facteurs de croissance pour les amplifier.
L’IL-33, une alarmine naturellement présente dans le microenvironnement tumoral, pourrait jouer ce role. Cette
cytokine, principalement connue pour son réle inducteur de réponse immunitaire Th2, peut également étre
impliquée dans les réponses immunitaires de type Thl et dans I'immunité antitumorale. Au cours de notre étude,
nous avons montré que la combinaison d’'un PAg avec I'IL-33 induit la prolifération des lymphocytes T Vy9Vé2 in
vitro. Apres amplification, ces lymphocytes possédent les mémes caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles
que ceux classiquement amplifiés par PAg et IL-2. Par conséquent, I'lL-33 pourrait représenter une alternative a
I'IL-2 dans les immunothérapies anticancéreuses basées sur les lymphocytes T Vy9V62.

Immunotherapies in cancer treatments: harnessing IL-33 bioactivity to yé T cell-based immunotherapies.

Since a few years, new cancer treatment strategies are focused on more targeted therapies, such as
immunotherapies, with the hope of achieving greater efficiency and fewer side effects than conventional
treatments. From existing strategies, some are based on the antitumor properties of Vy9Vé2 T cells. Indeed, some
cancer cells produce large amount of specific agonists of these cells, the phosphoantigens (PAg). So, upon a contact
with cancer cells, Vy9V62 T cells respond by secreting pro-inflammatory cytokines and cell-mediated cytotoxicity.
These properties have been exploited in immunotherapy and several clinical trials have shown promising results.
However, the use of these therapies is limited because of the high toxicity of IL-2 which is mandatory for Vy9Vvé2 T
cell expansion. Therefore, finding new growth factors to amplify Vy9Vvé2 T cells is essential. IL-33, an alarmin
naturally found in the tumor microenvironment might play this role. This cytokine, mainly known for its role in
inducing Th2 immune response, may also be involved in Th1l immune responses and in antitumor immunity. In our
study, we showed that the combination of a PAg with IL-33 induces the proliferation of Vy9V62 T cells in vitro. After
amplification, these cells display the same phenotype and cellular functions as those usually amplified by PAg and
IL-2. Therefore, these study suggest that IL-33 represents an alternative to IL-2 in Vy9V62 T cell-based
immunotherapies.
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